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V
POVZETEK
Glikoprotein  eritropoetin  je  glavni  humoralni  dejavnik  v  telesu,  ki  s  spodbujanjem 
eritropoeze  povečuje  oksiformno  kapaciteto  krvi.  Takšno  povečanje  pozitivno  vpliva  na 
fizično  vzdržljivost,  zaradi  česar  se,  kljub  prepovedi  s  strani  Svetovne  protidopinške 
organizacije, nekateri športniki zatekajo k uporabi eritropoetina oz. substanc, ki oponašajo 
njegovo fiziološko delovanje. Dokazovanje prisotnosti takšnih – zlasti nizkomolekularnih – 
spojin  je  zaenkrat  precej  težavno  in  nezanesljivo,  zaradi  česar  obstaja  težnja  po  razvoju 
univerzalne  testne  platforme.  Pri  razvoju  takšne  testne  platforme  je  bila  ena  izmed 
uporabljenih komponent tudi rekombinantna zunajcelična regija eritropoetinskega receptorja 
(EpoR), ki so jo pridobili s prehodnim izražanjem v sesalski celični liniji HEK 293T. Takšno 
izražanje je  zahtevno,  dolgotrajno  in  drago,  zato  smo želeli  najti  enostavnejši,  hitrejši  in 
cenejši način pridobivanja EpoR. Namen magistrske naloge je bilo poskusno pridobivanje 
EpoR z uporabo  E. coli kot alternativnega ekspresijskega sistema sesalskim celicam HEK 
293T.  Glavna  ovira  bakterijskih  ekspresijskih  sistemov  je,  da  v  citoplazmi  ne  nudijo 
oksidacijskega  okolja,  ki  ga  EpoR  potrebuje  za  pravilno  zvijanje  in  tvorbo  disulfidnih 
mostičkov. To omejitev smo poskusili odpraviti tako, da smo genskemu zapisu za EpoR na 5'-
konec  pripojili  genski  zapis  za  signalno  zaporedje,  ki  po  izražanju  usmerja  polipeptidno 
verigo v periplazemski prostor z oksidativnim okoljem. Po okužbi E. coli z bakteriofagnimi 
delci M13, ki so vsebovali fagmidni vektor pIT2/EpoR, smo, da bi določili optimalne pogoje 
za izražanje EpoR, najprej izvedli testno izražanje EpoR v različnih pogojih indukcije pri 
dveh različnih temperaturah. Nato smo izvedli izražanje v večji količini in produkt očistili s 
kovinsko-kelatno  afinitetno  kromatografijo  in  velikostno-izključitveno  kromatografijo.  Na 
koncu smo količino produkta ocenili kolorimetrično po Bradfordu, z merjenjem absorbance 
pri  280 nm in  denzitometrično ter  ocenili  njegovo aktivnost  s  prilagojeno različico  testa 
ELISA in jo primerjali z aktivnostjo EpoR, pridobljenega z izražanjem v sesalskih celicah 
HEK 293T. Tako koncentracija (~150 μg / 1 L kulture) kot aktivnost izraženega EpoR (~0,4 
% v primerjavi s skoraj 100 % aktivnostjo EpoR, izraženega v HEK 293T) sta bili zelo nizki.
Ključne besede: Escherichia coli | periplazemsko izražanje | eritropoetinski receptor
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ABSTRACT
Glycoprotein  erythropoietin  is  a  major  humoral  factor  in  the  body,  which,  by promoting 
erythropoiesis,  increases  the  oxygen  carrying  capacity  of  blood.  Such  an  increase  has  a 
positive effect on physical endurance, which, despite being banned by the World Anti-Doping 
Organization, has led some athletes to resort to the use of erythropoietin or substances that 
mimic  its  physiological  action.  Proving  the  presence  of  such,  especially  low-molecular 
weight substances, is, for the time being, quite difficult and unreliable, and there is a tendency 
to develop a universal testing platform. In the development of such a test platform, one of the 
components  used  was the  recombinant  extracellular  region of  the  erythropoietin  receptor 
(EpoR), which was obtained by transient expression in mammalian cells (the HEK 293T cell 
line). This kind of expression is demanding, time consuming and expensive, so we wanted to 
find an easier, faster and cheaper way to produce EpoR. The purpose of the master's thesis 
was  to  experimentally  obtain  EpoR using  E.  coli as  an  alternative  expression  system to 
mammalian HEK 293T cells. A major obstacle to bacterial expression systems is that they do 
not provide the oxidizing environment in the cytoplasm that EpoR requires for proper folding 
and formation of disulfide bridges. We tried to overcome this limitation by attaching a gene 
sequence encoding a signal peptide to the 5'-end of the sequence coding for EpoR, which, 
after  expression,  directs  the  polypeptide  chain  into  the  periplasmic  space,  which  has  an 
oxidative  environment.  After  infection  of  E.  coli with  bacteriophage  M13  particles 
harbouring phagmid vector pIT2/EpoR, test expression of EpoR under different induction 
conditions  at  two  different  temperatures  was  first  carried  out  to  determine  the  optimal 
conditions for EpoR expression. Then, bulk expression was performed and the product was 
purified by immobilized metal affinity chromatography and size exclusion chromatography. 
Finally,  the  product  yield  was  evaluated  colorimetrically  using  the  Bradford  assay, 
spectrophotometrically at 280 nm and densitometrically, and its activity was evaluated using 
a modified version of the enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) and compared with 
the  activity  of  EpoR  obtained  by  expression  in  mammalian  HEK  293T cells.  Both  the 
concentration (~150 μg / 1 L of culture) and the activity of expressed EpoR (~0.4% compared 
to almost 100% activity of EpoR expressed in HEK 293T) were very low.
Key words: Escherichia coli | periplasmic expression | erythropoietin receptor
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SEZNAM OKRAJŠAV
B-rhEPO biotiniliran rekombinantni človeški eritropoetin
BSA goveji serumski albumin (ang. bovine serum albumin)
ddH2O bidestilirana voda
DNA deoksiribonukleinska kislina (ang. deoxyribonucleic acid)
ELISA encimskoimunski test (ang. enzyme-linked immunosorbent assay)
EpoR eritropoetinski receptor
HRP hrenova peroksidaza (ang. horseradish peroxidase)
IMAC kovinsko-kelatna afinitetna kromatografija (ang.  immobilized metal affinity  
chromatography)
NK negativna kontrola
PBS fosfatni pufer s soljo (ang. phosphate buffered saline)
PBST fosfatni pufer s soljo in dodanim polisorbatom (Tween-20)
PZR pufer za redčenje
SA streptavidin
SDS natrijev dodecilsulfat (ang. sodium dodecyl sulfate)
SDS-PAGE poliakrilamidna gelska elektroforeza ob prisotnosti SDS (ang. sodium 
dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electrophoresis)
SEC velikostna-izključitvena kromatografija (ang. size exclusion chromatography)
SpA stafilokokni protein A
WB prenos western (ang. western blot)
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1 UVOD
1.1 Eritropoetin in eritropoetinski receptor
Hipoteza, da je humoralni dejavnik zaslužen za stimulacijo tvorbe rdečih krvničk, se je prvič 
pojavila  v  začetku  dvajsetega  stoletja,  ko  sta  Carnot  in  Deflandre  pokazala,  da  plazma 
donorskega  kunca,  ki  je  anemičen  zaradi  krvavitev,  povzroča  retikulocitozo  v  kuncu 
prejemniku.  Nadalje sta pokazala,  da do tega ne pride,  če pri  donorskem kuncu opravijo 
obojestransko nefrektomijo, in zaradi tega sklepala, da neznani eritropoezni dejavnik nastaja 
v ledvicah (1). To je spodbudilo poskuse izolacije tega dejavnika iz urina, kar sta sedemdeset 
let  kasneje  uspešno  dosegla  Goldwasser  in  Kung  (2).  Za  izolacijo  zadostne  količine  sta 
potrebovala  več  tisoč  litrov  človeškega  urina,  kar  je  omogočilo  delno  določitev 
aminokislinskega zaporedja, to pa identifikacijo in kloniranje ustreznega človeškega gena v 
osemdesetih letih prejšnjega stoletja (3). To je z uporabo orodij tehnologije rekombinantne 
DNA omogočilo  obsežno  proizvodnjo  eritropoetinu  podobnih  eritropoezo-spodbujajočih 
dejavnikov za zdravljenje anemij (4).
1.1.1 Molekularno-biološke osnove
Osnovna funkcija eritropoetina v normalnih okoliščinah je vzdrževanje oksiformne kapacitete 
krvi in obnovitev oksiformne kapacitete krvi po krvavitvi (5). Zmanjšano prisotnost kisika v 
krvi zaznajo peritubularne fibroblastom podobne celice v skorji ledvic, zaradi česar pride do 
translokacije podenote α s hipoksijo induciranih transkripcijskih dejavnikov (ang.  hypoxia-
inducible  factor,  HIF)  v  jedro,  kjer  s  podenoto  β  tvorita  stabilen  dimer,  ki  se  veže  na 
promotorsko  regijo  gena  Epo in  spodbudi  njegovo  transkripcijo  (6).  Končni  produkt 
transkripcije, sledeče translacije in posttranslacijskih modifikacij je glikoprotein eritropoetin, 
ki ga ledvice izločajo v kri, prek katere doseže glavni tarčni organ, tj. rdeč kostni mozeg, ki je 
glavno mesto tvorbe in dozorevanja rdečih krvničk. Tam spodbuja predvsem zorenje zgodnjih 
stopenj eritroidnih progenitorskih celic (7).
Eritropoetin je 165 aminokislinskih ostankov dolg in močno glikoziliran protein, saj kar 40 % 
njegove  molekulske  mase  (30  kDa)  predstavljajo  sladkorne  verige.  Peptidno  jedro  je 
pomembno  za  vezavo  na  receptor  in  doseganje  fizioloških  učinkov  (tj.  spodbujanje 
eritropoeze),  glikozidni  del  pa  je  pomemben  za  in  vivo stabilnost  in  farmakokinetične 
lastnosti (8). V uporabi so tudi mnogi rekombinantni človeški eritropoetini (krajše epoetini), 
ki  si  popolnoma  ali  vsaj  v  veliki  meri  delijo  primarno  strukturo  (tj.  aminokislinsko 
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zaporedje),  razlikujejo  pa  se  v  glikozilaciji.  Vsi  imajo  enak  fiziološki  učinek,  strukturne 
razlike  (različni  glikozilacijski  vzorci)  vplivajo  zgolj  na  omenjeno  in  vivo stabilnost  in 
farmakokinetične  lastnosti  (9).  Bistveno  je,  da  je  izmed  vseh  eritropoezo  spodbujajočih 
dejavnikov eritropoetin glavni  dejavnik,  ki  vzdržuje (in  veča)  oksiformno kapaciteto krvi 
(10). Zaradi te lastnosti po izboljšanju oksiformne kapacitete krvi eritropoetin, rekombinantne 
analoge  in/ali  njegove  strukturno  raznolike  mimetike  pogosto  zlorabljajo  v  športu  za 
izboljšanje fizičnih sposobnosti. S skupnim imenom jih imenujemo eritropoezo-spodbujajoči 
dejavniki (ang. erythropoiesis-stimulating agents, ESA). Posledično se je povečala potreba po 
dokazovanju prisotnosti teh učinkovin v bioloških vzorcih (krvi oz. urinu), kar pa je v praksi 
pogosto precej težko izvedljivo. Zlasti težavno je dokazovanje prisotnosti nizkomolekularnih 
mimetikov eritropoetina, ki so v povprečju 10–20 aminokislin dolgi peptidi in ki imajo enak 
fiziološki učinek kot eritropoetin, hkrati pa z njim ne delijo strukturne podobnosti (11, 12).
Receptor  za  eritropoetin  (EpoR)  je  484  aminokislinskih  ostankov  dolg  transmembranski 
glikoprotein.  Tako  kot  pri  ostalih  pripadnikih  družine  citokinskih  receptorjev  tudi 
citoplazemska  regija  EpoR  nima  intrinzične  katalitične  aktivnosti.  Znotrajcelično 
fosforilacijo  namreč  sprožijo  na  receptorje  vezane  Janus-kinaze  (JAK)  po  vezavi 
eritropoetina ali mimetikov na zunajcelično regijo receptorja (13). Eritropoetin se veže na 
zunajcelično regijo dveh monomerov EpoR, ki se že v njegovi odsotnosti na površini celice 
nahajata  v  homodimerni  obliki.  Po  vezavi  pride  do  konformacijske  spremembe  in  še 
tesnejšega  fizičnega  zbližanja  znotrajceličnih  delov  obeh  monomerov  EpoR  (14).  S  tem 
prideta v stik dve tirozin kinazi, Janus-kinazi 2 (Jak2), ki sta vezani na citoplazemski regiji 
omenjenih monomerov EpoR in se medsebojno fosforilirata (tj., aktivirata) (15). Vsaka od 
aktiviranih tirozin kinaz nato fosforilira tirozinske ostanke citoplazemske regije EpoR, kar 
privede  do  tvorbe  vezavnih  mest  za  signalne  molekule,  zlasti  za  prenašalce  signalov  in 
aktivatorjev transkripcije 5 (ang. signal transducer and activator of transcription 5, STAT5). 
Sledi  homodimerizacija  molekul  STAT5,  homodimeri  potujejo  v  jedro,  kjer  delujejo  kot 
transkripcijski dejavniki in sprožijo izražanje genov, ki preprečujejo apoptozo celic eritroidne 
linije ter spodbujajo njihovo proliferacijo in diferenciacijo (16).
Za samo vezavo eritropoetina zadostuje že ena molekula EpoR, saj se pred aktivacijo EpoR 
eritropoetin najprej z visoko afiniteto veže na zunajcelično regijo prvega monomera EpoR in 
šele nato s približno tisočkrat nižjo afiniteto na zunajcelično regijo drugega monomera EpoR 
(17). Polipeptidna veriga EpoR prebada membrano enkrat, zato je za vezavo eritropoetina 
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pomembnih zgolj prvih ~230 aminokislinskih ostankov, ki tvorijo zunajcelično regijo EpoR. 
To sestavljata dve imunoglobulinom podobni domeni, vsaka izmed njiju prostorsko urejena v 
t. i. β-sendvič, sestavljen iz sedmih β-verig. Distalna domena D1 (oddaljena od membrane) in 
proksimalna  (membrani  bližnja)  domena  D2  sta  povezani  s  kratko  peptidno  zanko  in 
medsebojno orientirani pod kotom približno 90°. Domena D1 vsebuje štiri cisteinske ostanke, 
ki tvorijo dva disulfidna mostička, ki stabilizirata omenjeno domeno. Domena D2 pa blizu 
transmembranske regije vsebuje za ta razred citokinskih receptorjev značilen motiv WSXWS 
(Trp-Ser-X-Trp-Ser), pri čemer X predstavlja poljubno aminokislino, motiv pa naj bi prav 
tako stabiliziral terciarno strukturo EpoR (18, 19). Pri interakciji z eritropoetinom sodelujeta 
obe  domeni  EpoR,  D1  in  D2  (20).  Razen  tvorbe  disulfidnih  mostičkov  in  pripenjanja 
oligosaharidne  verige  na  aminokislinski  ostanek  asparagina  (Asn76)  v  domeni  D1, 
zunajcelična regija EpoR ne podleže drugim posttranslacijskim modifikacijam, ki bi lahko 
vplivale na njeno terciarno strukturo (21).
1.1.2 Metode za detekcijo ESA v bioloških vzorcih
Večina  trenutnih  pristopov  neposrednega  dokazovanja  prisotnosti  ESA  temelji  na 
elektroforeznih tehnikah (izoelektrično fokusiranje, SDS-PAGE, SAR-PAGE), sklopljenih z 
imunokemijskimi  metodami (prenos western)  (22).  Vendar  pa  te  metode zahtevajo,  da je 
vzorec  za  analizo  predhodno  skoncentriran,  npr.  z  ultrafiltracijo,  selektivno  precipitacijo 
proteinov  ali  imunoafinitetnim  čiščenjem  (23).  Takšne  metode  koncentriranja  večinoma 
izločijo  nizkomolekularne  mimetike,  za  katere  so  elektroforezne  metode,  kalibrirane  za 
detekcijo rekombinantnih analogov eritropoetina, že tako slabše občutljive. Nadalje pa zaradi 
odsotnosti strukturne podobnosti z eritropoetinom protitelesa proti eritropoetinu praviloma ne 
tvorijo  interakcij  z  nizkomolekularnimi  mimetiki  le-tega,  kar  pomeni,  da  jih,  tudi  če  so 
prisotni, ne zaznamo (24). Zaradi tega za dokazovanje prisotnosti niso primerne niti različne 
imunokemijske  metode  (npr.  ELISA),  kjer  za  detekcijo  uporabljamo  protitelesa  proti 
eritropoetinu.  Pomanjkljivost  imunokemijskih  metod  je  torej  ta,  da  delujejo  na  osnovi 
zaznave prisotnosti  točno določenega analita,  ne omogočajo pa zaznave prisotnosti  snovi, 
strukturno nesorodnih eritropoetinu, ki pa kljub temu sprožijo njemu enak fiziološki učinek. 
Glede na to, da je vsem ESA skupen enak fiziološki učinek, ki ga izzovejo prek vezave na 
eritropoetinski  receptor  (EpoR),  omenjeni  receptor  predstavlja  možno  osnovo  za  razvoj 
univerzalne testne platforme za zaznavanje prisotnosti ESA.
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1.2 Biotehnološka proizvodnja proteinov
Proces  biotehnološke  proizvodnje  proteinov  nam omogoča  pripravo  večjih  količin  točno 
določenega proteina.  Običajno to  dosežemo z manipulacijo  izražanja  genskega zapisa,  ki 
kodira želen protein, s čimer dosežemo, da pride do povečanega izražanja omenjenega gena 
in sinteze genskega produkta v izbranem ekspresijskem sistemu, tj. organizmu, ki je načrtno 
izbran in pogosto tudi prilagojen proizvodnji rekombinantnih proteinov.
1.2.1 Osnovni elementi rekombinantne DNA, namenjeni izražanju proteinov
Za  genski  zapis,  ki  kodira  želen  protein,  običajno  uporabimo  rekombinantne  gene,  tj. 
molekule DNA (redkeje RNA), ki so proizvedene z orodji tehnologije rekombinantne DNA, 
in  jih  nato  vstavimo  v  izbran  ekspresijski  vektor.  Za  tvorbo  takšnega  konstrukta  lahko 
uporabimo  genski  material  iz  teoretično  vsake  žive  celice,  saj  se  molekule  DNA med 
različnimi  organizmi  strukturno-kemijsko  ne  razlikujejo;  razlikujejo  se  zgolj  v  zaporedju 
osnovnih gradnikov (nukleotidov). Najpogosteje uporabljena tehnika tvorbe rekombinantne 
DNA (rDNA) je združevanje različnih odsekov DNA z uporabo restrikcijskih endonukleaz in 
ligaze, redkeje je uporabljena kemijska sinteza DNA, ki pa ima to prednost, da lahko z njeno 
uporabo dobimo zaporedja, ki v naravi ne obstajajo (25, 26). Vendar pa je zaradi različnih 
celičnih mehanizmov rDNA včasih potrebno prilagoditi izbranemu ekspresijskemu sistemu, 
da je le-ta sposoben genski produkt, ki ga rDNA kodira, tudi proizvesti v zadovoljivi količini. 
To v praksi pomeni, da morajo biti poleg zapisa za rekombinantni protein (z optimiranim 
genskim kodom) prisotna tudi ustrezna regulatorna zaporedja (npr. promotor, terminacijsko 
zaporedje, ribosomsko vezavno mesto), ki jih ekspresijski sistem prepoznava in ki omogočajo 
uspešen začetek in konec transkripcije in translacijo (27).
Prvi pogoj za ustrezno produkcijo rekombinantnega proteina je, da organizem rDNA sprejme 
in obdrži. V ta namen uporabljamo vektorje, molekule DNA, ki delujejo kot prenašalni sistem 
za vnos tujega dednega materiala v prejemno celico. Kateri vektor bomo uporabili, je odvisno 
od  prejemnega  organizma,  v  katerega  želimo  tuj  dedni  material  vnesti.  Najpogosteje 
uporabljeni vektorji so plazmidni vektorji za prokariontske organizme in kvasovke ter virusni 
vektorji za kompleksnejše organizme, kot so insektne, rastlinske ali sesalske celične linije, v 
katerih mora za doseganje dolgotrajnega izražanja priti do insercije tujega dednega materiala 
v  gostiteljski  dedni  material  (28,  29).  Poleg  tega  mora  vsak  vektor  vsebovati  mesto,  ki 
predstavlja začetek podvojevanja (ang. origin of replication, ORI) in omogoča, da se vektor 
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po celični delitvi prenese tudi v hčerinske celice; območje z več mesti za kloniranje (ang. 
multiple cloning site,  MCS), ki vsebuje krajša zaporedja, ki jih prepoznavajo restrikcijske 
endonukleaze in  kamor lahko vstavimo tuj  dedni  material;  ter  selekcijski  označevalec,  ki 
omogoča selektivno gojenje zgolj tistih celic, ki so vektor sprejele (28).
Če  želimo,  da  pride  do  izražanja  tujega  dednega  materiala,  mora  vektor  vsebovati  še 
promotor,  ki  ga  prepoznajo  RNA-polimeraze  in  sprožijo  transkripcijo  rDNA v  mRNA; 
ribosomsko vezavno mesto (RBS); in mesti, ki označujeta pričetek in konec transkripcije. V 
segmentu, ki bo prepisan v mRNA, morajo biti prisotni še začetni (t. i. start-) in zaključevalni 
(t. i.  stop-) kodon, ki označujeta pričetek in konec translacije; potencialen zapis za signalni 
peptid, ki usmeri proteinski produkt v izbran celični prostor; zaporedje za afinitetni podaljšek, 
ki bo omogočal selektivno detekcijo ali čiščenje proteina, npr. z uporabo protiteles. Odvisno 
od  ekspresijskega  organizma  so  potrebni  še  drugi  elementi,  kot  npr.  signalno  zaporedje 
(poliadenilacijsko zaporedje) za sintezo poliadeninskega repa na 3’ koncu mRNA, ki prepreči 
njeno razgradnjo z eksonukleazami v sesalskih celicah (30).
Po prepisu rekombinantne DNA v informacijske RNA (mRNA) pride do translacije mRNA v 
polipeptidno  verigo,  morebitnih  posttranslacijskih  modifikacij,  in  zvitja  v  funkcionalen 
protein, ki lahko nato potuje na točno določeno znotraj- ali zunajcelično lokacijo. Proteini, ki 
so  produkti  izražanja  rekombinantne  DNA,  se  imenujejo  rekombinantni  proteini.  Pri 
rekombinantnih  proteinih  gre  torej  za  način  proizvodnje  in  ne  za  strukturo,  saj  je 
rekombinantni protein lahko identičen nativnemu proteinu.
1.2.2 Prednosti in slabosti pogosto uporabljenih ekspresijskih sistemov
Ekspresijske sisteme lahko razvrstimo v prokariontske (bakterijske celične linije), enostavne 
evkariontske (kvasne celične linije), kompleksnejše evkariontske (insektne, rastlinske celične 
linije) in kompleksne evkariontske (sesalske celične linije). Slednje uporabljamo večinoma za 
izražanje človeških ali modificiranih človeških proteinov.
Prednosti bakterijskih celičnih linij so predvsem nezahtevni pogoji in nizki stroški gojenja, 
dobro poznana genetika, hitro izražanje in produkcija izbranega rekombinantnega proteina ter 
možnost  obsežne  proizvodnje  le-tega  v  veliki  količini.  Priprava  plazmidnih  vektorjev  je 
relativno enostavna, prav tako indukcija izražanja vanje vstavljenih genov, prednost pa je še v 
varnosti  ekspresijskih  organizmov  in  plazmidnih  vektorjev  za  človeka.  Glavne  omejitve 
prokariontskih ekspresijskih sistemov so v pomanjkanju naprednejših encimskih mehanizmov 
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za posttranslacijske spremembe proteinov, ki jih zasledimo v evkariontih. Zaradi tega lahko 
pride do nepravilnega zvijanja proteinov in s tem do izgube njihove funkcionalnosti. Nadalje 
manj topni proteini pogosto tvorijo netopna inkluzijska telesca, ki jih lahko raztopimo samo v 
močno denaturirajočih pogojih (v prisotnosti visokih koncentracij kaotropnih snovi), ponovno 
pravilno zvijanje proteina pa je nato v pogojih  in vitro težko doseči. Tudi če do pravilnega 
zvitja  pride,  je  lahko  odsotnost  posttranslacijskih  modifikacij  sama  po  sebi  problem,  saj 
posttranslacijske  modifikacije  velikokrat  povečajo  stabilnost  proteina.  Prav  tako  so 
bakterijske celice zaradi reduktivnega citoplazemskega okolja in odsotnosti organelov edini 
ekspresijski  sistem, pri  katerem ne more prihajati  do ustrezne tvorbe znotrajmolekularnih 
disulfidnih  mostičkov,  ki  so  pomembni  za  pravilno  zvitje  in  stabilizacijo  proteinov.  Ena 
izmed slabosti bakterijskih celic je tudi neučinkovita sekrecija rekombinantnih proteinov v 
zunajcelični prostor (gojišče), zato se ti pogosto kopičijo v citoplazmi, kar lahko zopet vodi v 
denaturacijo in tvorbo inkluzijskih telesc, poleg tega pa oteži izolacijo produkta (31, 32).
Kvasovke  ohranijo  mnoge  prednosti  bakterijskih  ekspresijskih  sistemov,  kot  so  relativno 
nezahtevni pogoji in nizki stroški gojenja, dobro poznana genetika, relativno hitro izražanje 
in produkcija izbranega rekombinantnega proteina ter možnost obsežne proizvodnje le-tega. 
Priprava  vektorjev  je  relativno  enostavna,  prav  tako  indukcija  genov,  vstavljenih  v 
ekspresijske vektorje kvasovk. Obenem so kvasovke relativno varne za človeka, čeprav lahko 
nekatere ob neprevidnem ravnanju pri nekaterih posameznikih izzovejo alergijske reakcije. 
Dodatni prednosti kvasovk sta prisotnost encimskih mehanizmov, ki omogočajo pomembne 
evkariontske  posttranslacijske  modifikacije  (vključno  z  možnostjo  tvorbe  ustreznih 
disulfidnih  mostičkov  v  endoplazemskem  retikulumu),  in  sposobnost  sekrecije 
rekombinantnih  proteinov.  Tudi  v  primeru  citoplazemskega  izražanja  navadno  ni  težav  z 
nastankom inkluzijskih telesc. Vse to skupaj tudi pripomore k pravilnemu zvijanju proteina. 
Imajo  pa  kvasovke  specifične  omejitve,  in  sicer  da  je  za  obsežno  proizvodnjo  proteina 
pogosto potrebna fermentacija, kar zaradi možnega zakisanja oteži gojenje, in da je pogoje 
gojenja pogosto treba optimizirati. Pogosta je tudi izguba plazmidov z generacijami, zaradi 
česar obstaja težnja po integraciji transgene DNA v genom kvasovk. Nadaljnja slabost je, da 
je  glikozilacijski  vzorec  pri  glikoproteinih,  izraženih  v  kvasovkah,  običajno  bistveno 
drugačen od sesalskega (33, 34). 
Rastlinske in insektne celične linije omogočajo posttranslacijske modifikacije, ki so še bližje 
sesalskim. So relativno enostavne in poceni za gojenje. Kljub temu da je izražanje bistveno 
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počasnejše kot pri prokariontih in enostavnih evkariontih, je bistveno hitrejše kot v sesalskih 
celicah.  Virusni  vektorji  so  zahtevnejši  za  pripravo,  vendar  so  v  primerjavi  s  sesalskimi 
virusnimi  vektorji  nenevarni  za  živali  oz.  vretenčarje.  Glikozilacijski  vzorec  je  vseeno 
drugačen od sesalskega, glavna slabost teh celičnih linij pa je pogosto relativno nizka količina 
proteina, ki ga proizvedejo. Eden izmed razlogov za to je, da je specifično indukcijo izražanja 
rekombinantnega proteina težje doseči, saj se le-ti v večini primerov izražajo konstitutivno 
zaradi prisotnosti neinducibilnih promotorjev. Tudi gojenje je precej zahtevnejše od gojenja 
prokariontov in enostavnih evkariontov, obsežna proizvodnja prav tako (35, 36).
Sesalske celice omogočajo enako procesiranje proteina, tj. posttranslacijske modifikacije in 
zvijanje, kot v nativnem okolju človeških celic. Nudijo dodatno prednost prisotnosti ustreznih 
sesalskih šaperonov, ki skrbijo za pravilno zvijanje proteinov, zaradi česar so praktično vsi 
proteini pravilno zviti in s tem funkcionalni. Gojenje je drago in dolgotrajno, pogoji gojenja 
pa so zahtevni.  Izražanje je večinoma konstitutivno, zaradi česar je izkupiček produkta v 
večini primerov relativno majhen. Izdelava virusnih vektorjev je zahtevna in ne popolnoma 
nenevarna, prav tako njihova uporaba, saj obstaja nevarnost kontaminacije in okužbe z njimi. 
To je še toliko bolj resno v primerih vektorjev, ki svoj dedni material integrirajo v dedni zapis 
prejemne  celice,  saj  takšna  integracija  lahko  vodi  v  insercijsko  mutagenezo.  Obsežna 
proizvodnja proteinov je prav tako zahtevna za izvedbo, saj zahteva gojenje v suspenzijskih 
kulturah (37, 38).
V zadnjem času se pojavljajo še tako imenovani brezcelični ekspresijski sistemi (ang.  cell-
free expression systems),  pri  katerih uporabljamo celične lizate (npr.  pšeničnih kalčkov in 
kunčjih retikulocitov). S tem se izognemo uporabi živih organizmov in potreb po njihovem 
gojenju, v lizatu pa so prisotni vsi mehanizmi in encimi za sintezo in celo posttranslacijsko 
procesiranje proteinov (odvisno od uporabljenega lizata). Prednosti in slabosti, ki so odvisne 
od  encimskih  mehanizmov,  so  podobne  kot  pri  ekspresijskih  sistemih,  iz  katerih  lizati 
izvirajo. Glavna prednost brezceličnih ekspresijskih sistemov je hitra proizvodnja želenega 
proteina, glavna slabost pa precej majhna količina produkta (39).
1.3 Bakterija Escherichia coli kot ekspresijski sistem
Bakterija Escherichia coli, ki jo je leta 1885 v zdravi črevesni flori odkril Theodor Escherich 
in po katerem je tudi dobila ime, spada med po Gramu negativne bakterije. Njene celice so 
paličaste oblike, dolge okoli 2 μm in široke okoli 0,5 μm, v kulturi pa ne tvorijo skupkov (40, 
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41,  42).  Po  načinu  proizvodnje  ATP je  E.  coli fakultativni  anaerob,  kar  pomeni,  da  v 
prisotnosti  kisika  ATP v  večjem obsegu  proizvaja  z  aerobno  respiracijo,  vendar  lahko  v 
njegovi  odsotnosti  zadostno  količino  ATP  proizvede  tudi  s  fermentacijo,  tj.  anaerobno 
respiracijo. Kot večina po Gramu negativnih bakterij nima sposobnosti, da bi v neugodnih 
pogojih  tvorila  spore  (43).  Okoli  tanke  celične  stene,  sestavljene  iz  peptidoglikana,  ki 
preprečuje,  da bi se celica zaradi  višjega notranjega osmoznega tlaka širila  in posledično 
lizirala, in ki obdaja notranjo membrano, ima E. coli še zunanjo membrano (44). Ta je bolj 
prepustna od notranje, saj vsebuje pore in transmembranske proteinske kanale, imenovane 
porini, ki so selektivno prepustni za ione in manjše polarne molekule (zlasti sladkorje) (45).
E. coli je eden najbolj proučenih organizmov, tako genetsko kot z vidika celičnih procesov in 
dogajanja. Bil je tudi prvi organizem, kateremu so v celoti določili nukleotidno zaporedje 
genoma. Ima nekaj čez štiri tisoč genov, odvisno tudi od seva, od tega jih nekaj manj kot 90 
% kodira  proteine  (46).  Odlično  poznavanje  genetike  in  funkcije  genskih  produktov  ter 
relativna enostavnost  organizma sta  v  biotehnologiji  omogočila  pripravo mnogih sevov z 
različnimi  fenotipskimi  lastnostmi,  predvsem  iz  začetnih  nevirulentnih  sevov  K12  in  B. 
Zaradi tega E. coli ne moremo jemati kot en ekspresijski sistem, temveč kot obsežen nabor 
le-teh z majhnimi razlikami. Dodatno obstaja tudi širok nabor plazmidnih vektorjev, ki jih 
lahko  uporabimo  za  izražanje  rekombinantnega  proteina  v  celicah  E.  coli.  Kombinacija 
obojega  torej  omogoča,  da  lahko  v  E.  coli načrtujemo  izražanje  praktično  katerega  koli 
proteina.  Kljub  temu  pa  obstajajo  omejitve,  ki  pomembno  vplivajo  na  količino  in 
funkcionalnost rekombinantnega proteina, ki ga izražamo v E. coli. 
Količina rekombinantnega proteina je odvisna od koncentracije le-tega v posamezni celici in 
od koncentracije vseh celic v gojišču. Ena izmed glavnih prednosti E. coli je ravno v tem, da 
je  sposobna rasti  v  gosti  kulturi,  kar  pa je  odvisno predvsem od sestave  in  oksigenacije 
gojišča. Pogosto uporabljeno gojišče LB (Lysogeny Broth), na primer zaradi nizke vsebnosti 
enostavnih  virov  organskega  ogljika  in  divalentnih  kationov  (zlasti  Mg2+)  ne  omogoča 
optimalnih pogojev za rast, zato E. coli v njem doseže nekoliko nižje gostote (47). Pogoje je 
moč  izboljšati  z  dodatkom  divalentnih  kationov  in  enostavnih  virov  ogljika  (glukoze, 
glicerola). Dodatek glukoze lahko sicer povzroči zakisanje gojišča med rastjo kulture zaradi 
nastanka  kislih  metabolitov,  zato  je  v  tem  primeru  zaželeno  povečati  še  samo  pufrno 
kapaciteto gojišča (48). Če je cilj velika gostota celic, je bolje uporabiti obogatena gojišča, ki 
že nasploh omogočajo doseganje višjih gostot, npr. gojišča 2×TY, TB (Terrific Broth) in SB 
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(Super Broth) (49). Pri večji biomasi pa postane pomemben dejavnik tudi dostopnost kisika. 
Kljub  temu da je  E.  coli sposobna preživeti  v  pogojih  s  pomanjkanjem kisika,  to  sproži 
izražanje več kot 200 genov, kar upočasni celično rast in sintezo rekombinantnega proteina 
(50). Za doseganje zadostne oksigenacije gojišča navadno zadošča že stresanje in ustrezno 
razmerje  volumna  gojišča  proti  volumnu  erlenmajerice.  Pogosto  pa  uporabljamo  tudi 
bioreaktorje, ki še najbolje zagotavljajo mešanje in oksigenacijo.
Na koncentracijo  rekombinantnega proteina v celici  vplivajo trije  dejavniki:  število  kopij 
plazmida, inducibilnost promotorja in selekcijski označevalec. Število kopij plazmida v  E. 
coli je odvisno od mesta začetka podvojevanja (ORI), ki je potrebno, da se lahko plazmid 
podvaja, in določa, kakšno število plazmidov bo prisotno v posamezni celici. Običajno je ta 
številka nekaj deset kopij na celico, lahko pa dosežemo tudi nekaj sto plazmidov na celico 
(51). Zaradi logičnega sklepa bi pričakovali, da večje število plazmidov pomeni večjo stopnjo 
izražanja  rekombinantnega  proteina,  vendar  lahko  velika  količina  plazmidov  predstavlja 
metabolno  breme,  ki  upočasni  bakterijsko  rast,  transkripcijo  in  translacijo,  ali  pa  celo 
povzroči nestabilnost plazmida in s tem zmanjša delež bakterij, ki so sposobne proizvodnje 
želenega rekombinantnega proteina (52,  53).  Pogosto uporabljeni vektorji  iz družine pET 
(Novagen), na primer, vsebuje mesto začetka podvojevanja pMB1/ColE1, ki vzdržuje 15–60 
kopij plazmida na celico (54).
Naslednji element, ki je ključen za znotrajcelično koncentracijo nastalega rekombinantnega 
proteina, je promotor. Najpomembnejši inducibilni bakterijski promotor je promotor lac, ki v 
prisotnosti  laktoze  in  odsotnosti  glukoze  omogoči  transkripcijo  navzdol  ležečega  gena, 
katerega nadzira (55). Njegova slabost je, da ga je težko inducirati že ob manjši prisotnosti 
glukoze.  To  namreč  vodi  v  padec  koncentracije  cAMP  (ki  je  obratno  sorazmerna 
koncentraciji ATP); cAMP je potreben za polno delovanje promotorja lac (56). Da zaobidemo 
to  težavo,  včasih  uporabljamo  mutant  promotorja  lac,  lacUV5,  ki  je  manj  občutljiv  na 
prisotnost  cAMP.  Še zmeraj  pa  oba  promotorja  smatramo kot  šibka,  saj  je  koncentracija 
rekombinantnega proteina,  ki  ga je  E. coli v primeru njune uporabe sposobna proizvesti, 
relativno nizka (57). Močnejša promotorja sta umetno ustvarjena tac in trc, ki sta sestavljena 
iz zaporedij promotorjev  trp in  lac in ki omogočata nastanek rekombinantnega proteina v 
količini 15–30 % vseh celičnih proteinov. Še močnejši je promotor T7, ki omogoča izkupiček 
do 50 % vseh celičnih proteinov (51). 
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Tretji  pomemben element,  ki  vpliva količino proizvedenega rekombinantnega proteina,  je 
selekcijski  označevalec.  V primeru  E.  coli najpogosteje  uporabljamo plazmide  z  geni,  ki 
bakteriji omogočijo odpornost proti antibiotiku. Odpornost proti ampicilinu omogoča gen bla, 
katerega produkt je periplazemski encim β-laktamaza; encim, ki hidrolizira β-laktamski obroč 
penicilinskih antibiotikov in s tem izniči njihovo antibiotično delovanje. Vendar pa obenem 
prihaja tudi do majhne sekrecije β-laktamaze v gojišče, kar lahko v primeru uporabe tekočega 
gojišča pomeni, da hidrolizira v njem prisoten ampicilin. Takrat selekcijskega pritiska ni več 
in celice brez plazmida lahko, ker se zaradi manjše metabolne obremenitve hitreje delijo, 
prerastejo celice s plazmidom – to pa vpliva na končno količino produkta (58). Zaradi tega 
poskušajo  razviti  različne  selekcijske  pritiske,  ki  ne  bi  delovali  na  principu  antibiotične 
odpornosti.  Ideja  je,  da  bi  plazmid  vseboval  gen  za  protein,  brez  katerega  ustrezno 
spremenjena celica ne more preživeti (npr. prenos esencialnega gena z genoma na plazmid; t. 
i.  avksotrofni selekcijski označevalec), ali pa da bi plazmid nosil zapis za antitoksin proti 
toksinu, ki bi ga proizvajala celica (59).
Na  koncentracijo  rekombinantnega  proteina  v  celici  negativno  vplivata  predvsem  dva 
dejavnika: toksičnost proteina in zastopanost tRNA s specifičnimi antikodoni. Pri toksičnosti 
produkta gre največkrat za to, da izražena rekombinantna mRNA in/ali rekombinantni protein 
interferira z normalnim metabolizmom znotraj celice. Nastali produkt lahko opravlja nenujno 
in pogubno funkcijo, ki moti celično delovanje, kar vodi v upočasnjeno celično rast, nizko 
končno  koncentracijo  celic  v  gojišču  ali  celo  celično  smrt  (60).  V  primeru  takšnih 
rekombinantnih proteinov najprej kulturo E. coli gojimo, dokler ne doseže želene gostote in 
šele nato induciramo izražanje; po tem pride do produkcije produkta in ustavitve celične rasti 
ali celo celične smrt zaradi toksičnosti  – vendar na ta način vseeno pridemo do zadostne 
količine produkta. Če že bazalno izražanje (tj., izražanje pred indukcijo) povzroča težave, je 
smiselno uporabiti promotorje, ki omogočajo bolj učinkovit nadzor izražanja brez bazalnega 
puščanja promotorja (61). Drugi dve možni rešitvi sta še odvajanje proteina iz celice, npr. v 
periplazemski  prostor  (s  pripenjanjem  N-končnega  signalnega  zaporedja),  ali  uporaba 
bakterijskih sevov, ki so manj občutljivi na toksične produkte (62, 63). Če toksičnost produkt 
povzroča le v visoki koncentraciji,  je smiselna tudi uporaba plazmidov z nižjim številom 
kopij  na celico in šibkejšim promotorjem (glej zgoraj).  S pojmom kodonska pristranskost 
(ang.  codon  bias)  mislimo  na  pojav,  ko  je  pogostost  nekega  kodona  za  specifično 
aminokislino bistveno različna v organizmu, iz katerega smo pridobili  genski material,  in 
organizmu, v katerem rekombinantni protein izražamo. Ob polni sintezi proteina namreč v 
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takšnem primeru pride do porabe prenašalne RNA (tRNA) s komplementarnim antikodonom. 
To  lahko  privede  do  bistveno  počasnejšega  izražanja  rekombinantnega  proteina  ali  celo 
vstavljanja  napačnih  aminokislinskih  ostankov  in/ali  nastanek  krajših,  nefunkcionalnih 
polipeptidnih verig (64). Poleg tega, da rekombinantni protein izražamo počasi (npr. pri nižji 
temperaturi), se tej omejitvi lahko uspešno izognemo z optimizacijo nukleotidnega zaporedja 
(tj. z zamenjavo t. i. redkih kodonov s takšnimi, ki so v E. coli pogostejši in zapisujejo isto 
aminokislino) ali tudi s povečanjem koncentracije slabše zastopane tRNA (65). 
Kljub temu da je izkupiček produkta navadno visok, je na drugi strani  glavni  omejitveni 
dejavnik  uporabe  E.  coli okrnjena  funkcionalnost  izraženih  heterolognih  rekombinantnih 
proteinov.  Zelo pogost  pojav  je  tvorba inkluzijskih  telesc,  tj.  tvorba  netopnih  proteinskih 
agregatov. Mikro-okolje,  v katerem poteka sinteza rekombinantnega proteina je za večino 
proteinov  drugačno  od  nativnega;  razlikuje  se  lahko  v  pH  vrednosti,  osmolarnosti, 
redukcijskem  potencialu  in  prisotnosti  proteinov  ter  encimov,  ki  pomagajo  pri  zvijanju. 
Posebej  problematični  so  proteini  s  hidrofobnimi  regijami,  ki  v  višji  koncentraciji  s 
hidrofobnimi  regijami  medsebojno  interagirajo.  Vsi  ti  dejavniki  lahko  prispevajo  k 
nestabilnosti in agregaciji rekombinantnih proteinov (66). Gotovo pa največjo omejitev pri 
izražanju  evkariontskih/sesalskih  proteinov  v  E.  coli  predstavlja  odsotnost  pripenjanja 
glikozidnih verig, ki zvečajo topnost molekul proteina in tako zmanjšajo njihovo težnjo po 
obarjanju.  Čeprav  je  tvorba  inkluzijskih  telesc  v  primerih,  ko  je  renaturacija  enostavna, 
včasih celo zaželena, v večini primerov pomeni izgubo funkcionalnosti produkta. Četudi so v 
agregatih  včasih  prisotni  proteini  z  minimalno  okrnjenim  zvitjem,  lahko  denaturacijo  še 
poslabšamo z dodatkom snovi (pogosto površinsko aktivnih snovi), ki jih uporabljamo pri 
solubilizaciji inkluzijskih telesc (67). Nagnjenost k tvorbi agregatov je mogoče zmanjšati že s 
tem, da proteinu pripojimo polipeptid oz. domeno, ki poveča njegovo topnost (68). 
Pogost  vzrok  za  nefunkcionalnost  rekombinantnega  proteina  je  tudi  neustrezna  ali 
pomanjkljiva  tvorba  disulfidnih  mostičkov  (69).  Okolje  v  citoplazmi  E.  coli je  namreč 
reduktivno, medtem ko je za tvorbo disulfidnih mostičkov potrebno oksidativno okolje. To pa 
omejuje citoplazemsko izražanje rekombinantnih proteinov, katerih terciarno strukturo tvorba 
znotrajmolekularnih disulfidnh mostičkov stabilizira.  V takšnih primerih lahko uporabimo 
seve s prilagojenim redoks potencialom citoplazme ali pa protein usmerimo v periplazemski 
prostor, v katerem je okolje oksidativno (70, 71). Če prihaja do napačnega zvijanja proteina 
zaradi  drugih  vzrokov,  je  mogoče  pravilno  zvijanje  izboljšati  z  dodatnim  izražanjem 
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specifičnih šaperonov ali pa z izražanjem proteina pri nižji temperaturi; obe strategiji lahko 
uporabimo tudi pri premagovanju težav, povezanih s tvorbo inkluzijskih telesc (72, 73).
1.3.1 Izražanje rekombinantnih proteinov v periplazmi E. coli
Usmerjanje rekombinantnega proteina v periplazemski prostor je lahko rešitev, kadar je za 
njegovo pravilno zvitje, aktivnost in stabilnost nujna tvorba ustreznih disulfidnih mostičkov 
(74). Poleg oksidativnega okolja se v periplazmi nahajajo tudi mnogi encimi, ki pomagajo pri 
pravilni tvorbi disulfidnih mostičkov, npr. disulfid oksidoreduktaze (DsbA, DsbB, DsbC in 
DsbD) in peptidil-prolil izomeraze (SurA, RotA, FklB in FkpA) (75). Prenos v periplazemski 
prostor  je  smotrn  tudi  kadar  protein  predstavlja  toksičen  produkt  ali  kadar  je  zaželena 
avtentičnost  N-konca  rekombinantnega  proteina.  Po  prenosu  rekombinantnega  proteina  v 
periplazmo namreč pride do odcepitve N-končnega signalnega zaporedja, kar omogoča, da bo 
na skrajnem N-koncu procesiranega proteina želen aminokislinski ostanek in ne metionin, s 
katerim se navadno začne sinteza polipeptidne verige, vendar se za razliko od bakterijskih 
celic v evkariontih po translaciji običajno odstrani (76). 
Za prenos proteinov skozi citoplazemsko (notranjo) membrano obstajajo tri poti: od SecB 
odvisna, od SRP odvisna in od TAT odvisna pot. Prvi dve poti uporabljata isti kompleks za 
translokacijo polipeptidov skozi membrano, tj. translokon SecYEG. V E. coli se skupno več 
kot  90 % vseh prenesenih proteinov prenaša  skozi  SecYEG in večina teh  prek od SecB 
odvisne poti (71, 77). Pri translokaciji prek poti, odvisne od SecB, se v prvi fazi na prevedeno 
polipeptidno verigo veže šaperon SecB, ki prepreči zvitje proteina. SecB nato prenese pre-
protein do SecA, ki je povezan s SecYEG. Če ima pre-protein ustrezno signalno zaporedje, se 
le-ta prenese iz SecB na SecA. Nato z energijo, ki jo dobi s hidrolizo ene molekule ATP, SecA 
potisne 15 do 20 aminokislinskih ostankov pre-proteina skozi translokon SecYEG. Na tej 
točki se mora vezana molekula SecA zamenjati s citosolno molekulo SecA, zato da se lahko 
postopek  ponovi;  cikel  se  ponavlja,  dokler  celoten  pre-protein  ni  prenesen  (71).  Proces 
menjave SecA se imenuje deinsercija in reinsercija SecA in je glavni omejitveni dejavnik v 
procesu translokacije (78). Čeprav je v biotehnologiji to najpogosteje uporabljen mehanizem 
izražanja in  ciljanja  proteinov v periplazemski  prostor,  pa ima tudi  večjo pomanjkljivost. 
Glede na to, da translokacija prek poti, odvisne od SecB, poteka posttranslacijsko, pomeni, da 
se proteini, ki hitro zavzamejo terciarno strukturo, ne uspejo prenesti v periplazemski prostor. 
V tem primeru je smotrno načrtovati ciljanje v periplazmo po translokacijski poti, odvisni od 
SRP, ali poti, odvisni od TAT (71).
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Translokacija prek poti SRP se namreč začne že med translacijo in protein se tako prenaša v 
razviti obliki. Kompleks SRP (ang. signal recognition particle), sestavljen iz encima GTPaze 
in molekule RNA, prepozna hidrofobno signalno zaporedje na N-koncu polipeptidne verige 
že na začetku translacije in se veže nanj. Takšen kompleks ribosoma, pre-proteina in SRP 
nato prepozna druga GTPaza, FtsY, ki v sodelovanju z GTPazo kompleksa SRP in z energijo 
hidrolize  GTP ribosom skupaj  s  pre-proteinom prenese  k  translokonu  SecYEG (71,  78). 
Sledeča kotranslacijska translokacija lahko poteka, tako kot pri translokaciji prek od SecB 
odvisne poti, s pomočjo SecA, vendar to ni nujno (79). Tretja translokacijska pot, od TAT 
odvisna  pot,  je  najmanj  poznana  izmed  omenjenih.  V  E.  coli služi  za  translokacijo  že 
popolnoma zvitih proteinov, kar je glavna razlika od poti, odvisnih od SecB in SRP. Proteini 
kompleksa Tat prepoznajo in se vežejo na signalno zaporedje na N-koncu polipeptidne verige 
z  ohranjenim motivom S/T-R-R-X-F-L-K,  pri  čemer  je  X  lahko  poljuben  aminokislinski 
ostanek  (71,  77).  Točen  potek  translokacije  ni  znan,  gre  pa  za  od  ATP  neodvisno 
translokacijo,  pri  čemer proteini Tat tvorijo  veliko poro v citoplazemski  membrani,  skozi 
katero lahko preidejo proteini velikosti tudi do 142 kDa (80). Glavni omejitveni dejavnik 
uporabe poti TAT je, da je precej počasna, z razpolovnim časom nekaj minut v primerjavi z 
nekaj sekundami za drugi dve poti, kar pomeni, da še dodatno omeji pridobljeno količino 
produkta (80, 81).
Prednost periplazemskega izražanja je še v tem, da je rekombinantni protein po končanem 
gojenju  možno  izolirati  z  manj  koraki  čiščenja,  poleg  tega  pa  se  izognemo  prisotnosti 
številnih  citoplazemskih  proteinov  in  ostalih  kontaminantov.  Izolacija  rekombinantnega 
proteina  iz  periplazemskega  prostora  je  izvedljiva  že,  če  celice  izpostavimo  osmoznemu 
šoku,  vendar  so  za  doseganje  visoke  čistote  produkta  potrebne zahtevnejše  tehnike  (82). 
Kljub temu da za  E. coli ni značilno množično izločanje proteinov iz celice v okolico, se 
rekombinantni protein v manjšem obsegu tekom gojenja zaradi ne popolnoma pojasnjenih 
vzrokov že  sam po sebi  izgublja  v  medij.  Ker  je  izkupiček proteina  pri  periplazemskem 
izražanju  že  tako  nižji,  je  smotrno  želeni  protein  izolirati  tudi  iz  gojišča.  Obstajajo  tudi 
poskusi izboljšanja sekrecije rekombinantnega proteina v gojišče z ustreznim načrtovanjem 
genskega konstrukta in z uporabo ustreznih sevov. V večini primerov gre za optimizacijo t. i. 
sekrecijskega mehanizma II  ali  za  povečanje prepustnosti  zunanje membrane;  vendar oba 
mehanizma v prvem koraku zahtevata, da se protein že nahaja v periplazemskem prostoru, 
kar  pomeni,  da  je  za  uspešno  sekrecijo  v  gojišče  ključna  optimizacija  poti  izločanja  v 
periplazmo (71). 
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2 NAMEN IN NAČRT DELA
Evkariontske proteine praviloma izražamo v sesalskih celicah, vendar je takšno pridobivanje 
drago in dolgotrajno. Enostavnejša alternativa sesalskim celicam so bakterije ali kvasovke. 
Omejitve bakterijskih ekspresijskih sistemov so v pomanjkanju mehanizmov posttraslacijskih 
modifikacij proteinov, šaperonov, ki skrbijo za pravilno zvijanje proteinov, slaba sposobnost 
izločanja proteinov v gojišče  in  pogosta  agregacija  nastalega proteina in  tvorba  netopnih 
inkluzijskih telesc, zaradi česar je pridobivanje polno aktivnega proteina oteženo. Eden izmed 
večjih problemov je tudi, da je v citoplazmi  E. coli tvorba disulfidnih mostičkov otežena, 
proteini pa pogosto ohranjajo stabilnost ravno zaradi tvorbe le-teh, ki protein »zaklenejo« v 
tridimenzionalno strukturo. 
V okviru razvoja nove metode za detekcijo mimetikov eritropoetina za uporabo v kontroli 
dopinga  so  kot  eno  izmed  komponent  na  Katedri  za  farmacevtsko  biologijo  potrebovali 
rekombinantno  zunajcelično  regijo  EpoR (od  tu  dalje  zgolj  »EpoR«).  Namen  magistrske 
naloge  je  torej  izražanje  EpoR  v  bakterijskem  ekspresijskem  sistemu  E.  coli,  kar  bo  v 
primeru,  če  bo  uspešna,  omogočilo  cenejše  in  hitrejše  pridobivanje  EpoR.  Bakterijski 
ekspresijski sistem lahko uporabimo, ker gre za eksperimentalno uporabo EpoR, in je naš 
edini  cilj,  da  je  EpoR  pravilno  zvit  in  funkcionalen  (tj.,  da  ohrani  vezavno  mesto  za 
eritropoetin). 
Pravilno zvijanje EpoR je pogojeno tudi s pravilno tvorbo disulfidnih mostičkov. Za tvorbo 
disulfidnih mostičkov je potrebno oksidativno okolje, ki pa ga citoplazma  E. coli ne nudi. 
Zato bomo EpoR izražali v periplazemskem prostoru, ki zagotavlja oksidativno okolje.
Najprej bomo v kompetentne celice E. coli vstavili bakterijski plazmid pIT2/EpoR z zapisom 
za EpoR. Na Katedri so fagmidno DNA pIT2/EpoR, zapakirano v nitaste bakteriofagne delce, 
že pripravili, zato bomo fagmid vnesli v E. coli s transdukcijo. Nato bomo preverili različne 
pogoje izražanja (pri temperaturah 20 in 25 °C ter ob prisotnosti 2 % glukoze, 0,1 % glukoze, 
0,2 mM IPTG in ob odsotnosti tako glukoze kot IPTG), EpoR ekstrahirali iz periplazme in ga 
prečistili  s  kovinsko-kelatno  afinitetno  kromatografijo  s  sledečo  gelsko  izključitveno 
kromatografijo. Aktivnost proteina bomo ocenili  s prilagojeno različico testa ELISA in jo 





Analizna tehtnica AB104 Mettler Toledo, Küsnacht, Švica
Aseptična komora z laminarnim pretokom zraka LFVP12 Iskra PIO, Šentjernej, Slovenija
Avtoklav Systec 2540 EL
Bel-Art Products, Pequannock, NJ, 
ZDA
Celica za prenos western Transblot Cell Bio-Rad, Richmond, CA, USA
Centrifugi 5804 in 5415R Eppendorf, Hamburg, Nemčija
Centrifugirke za ultrafiltracijo Amicon® Ultra-15 10 K Merck, Darmstadt, Nemčija
Centrifugirke za ultrafiltracijo Amicon® Ultra-4 3 K Merck, Darmstadt, Nemčija
Čitalec mikrotitrskih ploščic Epoch 
BioTek Instruments, Winooski, VT, 
ZDA
Dializna celica Slide-A-Lyzer™ Dialysis Cassettes, 10K 
MWCO, 12 mL
Pierce Biotechnology, Rockford, lL, 
ZDA
Elektroforezna kadička in sistem za vertikalno 
elektroforezo Mini Protean 3 Cell
Bio-Rad, Richmond, CA, ZDA
Inkubator Unihood RCS-650 UniEquip, Martinsried, Nemčija
Kolona IMAC, HiTrap IMAC HP 1 mL
GE Healthcare Bio-Sciences AB, 
Uppsala, Švedska
Kolona SEC Superdex 200 10/30 GL GE Healthcare, Chalfont St. Giles, ZK
Kromatografski sistem FPLC ÄKTAexplorer 10S
GE Healthcare Bio-Sciences AB, 
Uppsala, Švedska
Magnetno mešalo Rotamix 550 MMH Tehtnica, Železniki, Slovenija
Mikro pH-sonda Metrohm, Herisau, Švica
Mikropipete 0,5-10, 10-100; 20-200; 100-1000 μL Eppendorf, Hamburg, Nemčija
Mikrotitrske ploščice MaxiSorp Nunc, Roskilde, Danska
Multikanalna pipeta 30-300 µL Sartorius, Göttingen, Nemčija
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Precizna tehtnica Exacta 610 EB Tehtnica, Železniki, Slovenija
Sistem za analizo in fotografiranje elektroforeznih gelov in 
membran G-BOX
Syngene, Frederick, MD, ZDA
Spektrofotometer NanoDrop ND-1000
NanoDrop Technologies, Wilmington, 
NC, ZDA
Spektrofotometer TECAN Safire2 Tecan Group Ltd., Mannerdorf, Švica
Spektrofotometer UV/VIS Lambda Bio+ Perkin Elmer, Wellesley, MA, ZDA
Stresalnik MS3 digital
IKA Works, Staufen im Breisgau, 
Nemčija
Termostatiran stresalnik Thermomixer Comfort Eppendorf, Hamburg, Nemčija
Ultrazvočna sonda Ultrasonic Processor 130 Watt Cole-Parmer, Vernon Hills, IL, ZDA
3.2 Kemikalije
Kemikalija Proizvajalec
Agar Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Amonijev persulfat Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Ampicilin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Barvilo ProSieve® Blue Protein Staining Solution (barvilo 
Coomassie modro za barvanje SDS-PAGE gelov)
Lonza, Rockland, ME, ZDA
BSA (goveji serumski albumin), liofiliziran Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
DTT (ditioteitrol) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
EDTA (etilendiamin tetraocetna kislina, 0,5 M) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Etanol (96-%) Riedel-de Haën AG, Seelze, Nemčija
Glicin Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Glukoza Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Gojišče lysogeny broth (LB) v prahu Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
HCl (klorovodikova kislina, 1 M) Fluka Chemie, Buchs, Švica
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Imidazol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
IPTG (izopropil β-D-1-tiogalaktopiranozid ) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
K2HPO4 Merck, Darmstadt, Nemčija
KCl Carlo Erba, Rodano, Italija
Kemiluminiscenčni substrat SuperSignal™ West Dura Thermo Scientific, Rockford, IL, ZDA
Kvasni ekstrakt BactoTM Yeast Extract
Bacton Dickinson and Co., Sparks, 
MD, ZDA
Metanol Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Mleko v prahu brez maščob
Pomurske mlekarne, Murska Sobota, 
Slovenija
Na2HPO4 Fluka Chemie, Buchs, Švica
NaCl
Scharlau Chemie S.A., Barcelona, 
Španija
NaOH Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Ocetna kislina Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Pierce Coomassie (Bradford) Protein Assay Kit Pierce, Rockford, lL, USA
Raztopina 40-% akrilamid/bis-akrilamid (37,5:1) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Raztopina STOP (žveplova(VI) kislina) Merck, Darmstadt, Nemčija
Saharoza Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
SDS (natrijev lavrilsulfat) Fluka, Buchs, Švica
Substrat za detekcijo pri testu ELISA TMB/E solution, 
ES001-500 ML
Merck, Darmstadt, Nemčija
TEMED (N,N,N',N'-tetrametiletilendiamin) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Tripton Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA
Tris (tris(hidroksimetil)aminometan) Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ZDA




Pufer za zbiralni gel (pH 6,8) Tris 1 M
Pufer za ločevalni gel (pH 8,8) Tris 1,5 M























20 % (v/v) 
0,04 % (m/v)



































TBST (TBS z dodatkom Tween 20)
TBS
Tween 20 0,05% (v/v)









Pufer za spiranje (PBST)
PBS
Tween 20 0,1 % (v/v)
Pufer za blokiranje
PBS
BSA 2 % (m/v)




0,5 % (m/v) 
0,1 % (v/v)
Vse pufre  smo pripravili  z  bidestilirano vodo (ddH2O) in  jim uravnali  pH bodisi  z  1  M 
klorovodikovo kislino bodisi z 1 M raztopino natrijevega hidroksida.
3.4 Geli
Gel za SDS-PAGE Sestava (% v/v)
5-% zbiralni poliakrilamidni gel za elektroforezo
40-%  akrilamid/ 
bis-akrilamid 











12-% ločevalni poliakrilamidni gel za elektroforezo 40-%  akrilamid/ 
bis-akrilamid












Gele  za  elektroforezo  smo pripravili  tako,  da  smo zmešali  ustrezne  količine  raztopin  in 
nazadnje dodali TEMED. Najprej smo v režo med stekelci (0,75 mm ali 1,5 mm) vlili zmes 
za  pripravo  12-%  ločevalnega  gela  in  nanjo  odpipetirali  še  1  mL  izopropanola.  Po 
polimerizaciji  ločevalnega gela smo nanj  nanesli  še zmes za 5-% zbiralni gel  ter  vstavili 
ustrezen glavniček (za 10 ali za 15 vdolbinic) in počakali pol ure, da je prišlo do premreženja 
in torej tvorbe gela. Vse gele smo pripravili z bidestilirano vodo (ddH2O).
3.5 Gojišča
Gojišče Sestava
Trdno gojišče LB / 1 % GLU / ampicilin
2 % (m/v) LB v prahu
1,5 % (m/v) agar
1 % (m/v) glukoza
100 μg/mL ampicilin
Tekoče gojišče 2×TY (pH 7,2-7,4)
1,6 % (m/v) tripton
1 % (m/v) kvasni ekstrakt
0,5 % (m/v) NaCl
Za pripravo  gojišča  natehtane  sestavine  raztopimo v  vodi,  če  pripravljamo trdno  gojišče 
dodamo še agar.  Gojišča nato steriliziramo z 20-minutnim avtoklaviranjem pri  121 °C in 
nadtlaku 1 bar. Pri pripravi trdnega gojišča po ohladitvi na 50 °C gojišču dodamo še glukozo 
do koncentracije 1 % (m/v) in ampicilin do koncentracije 100 μg/mL, zmes še vročo vlijemo 




Biotiniliran človeški eritropoetin (B-rhEPO) Katedra za farmacevtsko biologijo 
UL FFA; pridobljen z vezavo 
biotinske skupine na rekombinantni 
človeški eritropoetin, prav tako s 
katedre za farmacevtsko biologijo UL 
FFA, preko sialičnih kislin z uporabo 
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biotinamidokaproil hidrazida (Peter 
Molek, neobjavljeno)
EpoR-HEK (rekombinantna zunajcelična regija receptorja za 
eritropoetin, izražena v HEK)
Protein so pripravili na Katedri za 
farmacevtsko biologijo (FFA, UL). 
Izražen je bil v človeških celicah 
HEK 293T in kromatografsko 
prečiščen (Peter Molek, 
neobjavljeno).
Kozje poliklonsko protitelo proti regiji Fc mišjih protiteles, 
konjugirano s hrenovo peroksidazo, 115-035-068
Jackson ImmunoResearch, 
Cambridgeshire, ZK
Mišje monoklonsko protitelo proti peptidnemu označevalcu 
c-myc A00704 (anti-c-myc-tag)
GenScript, Piscataway, NJ, ZDA
Označevalec SeeBlue Plus2 Pre-stained Protein Standard Invitrogen, Carlsbad, CA, ZDA
Protein A, konjugiran s hrenovo peroksidazo (SpA-HRP), 10-
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ThermoFisher Scientific, Waltham, 
MA, ZDA









Bakteriofagi M13(pIT2)-EpoR Katedra  za  farmacevtsko  biologijo 
UL FFA; pridobljeni po superinfekciji 
bakterij  E. coli TG1, ki so vsebovale 
fagmid  pIT2/EpoR,  s  pomožnim 
bakteriofagom  KM13  (Peter  Molek, 
neobjavljeno).




Slika 1: Shema poteka eksperimentalnega dela
Vnos fagmida z 
genom za EpoR v 
E. coli HB2151
Okužba celic HB2151 z bakteriofagi M13(pIT2)-
EpoR, selekcija klonov z uspešno transdukcijo
Testiranje različnih pogojev izražanja EpoR, 
periplazemska ekstrakcija, analiza prisotnosti topnega 




Izražanje in periplazemska ekstrakcija EpoR v večji količini, 
čiščenje in koncentriranje supernatanta gojišča, koncentriranje 
periplazemskega ekstrakta, odstranitev neželenih topljencev
Periplazemska ekstrakcija 
EpoR in priprava vzorcev 
za kromatografsko čiščenje
Čiščenje z IMAC, analiza frakcij in ocena 





Ocena koncentracije EpoR z metodo po 
Bradfordu, z merjenjem absorbance pri 280 nm in 
denzitometrično; ocena aktivnosti stestom ELISA
4.1 Vnos plazmida z genom za EpoR v E. coli HB2151
Da  smo  dobili  ekspresijski  sistem,  ki  je  sposoben  izražanja  EpoR,  smo  morali  najprej 
pripraviti  E.  coli,  ki  nosi  genski  zapis  za  EpoR.  Glede  na  to,  da  smo  imeli  na  voljo 
bakteriofagne delce M13(pIT2)-EpoR, katerih genom je predstavljal  fagmid z zapisom za 
fuzijski protein EpoR-p3, smo se odločili, da bomo gen za EpoR v gostiteljske celice E. coli 
HB2151  vnesli  s  transdukcijo.  S  tem  smo  se  izognili  potrebi  po  uporabi  kompetentnih 
bakterijskih  celic  in  transformaciji  s  slabo učinkovitim toplotnim šokom. V zaporedju  za 
fuzijski protein je bilo zaporedje za EpoR povezano z zaporedjem za p3 z amber kodonom; 
uporaba  fagmida  zato  ni  problematična,  ker  sev  E.  coli HB2151  ni  amber  supresor.  To 
pomeni, da pri translaciji ne nastane fuzijski protein, temveč EpoR. Kulturo E. coli za okužbo 
smo  pripravili  tako,  da  smo  E.  coli HB2151  iz  trajne  kulture  (shranjena  pri  –80  °C)  v 
aseptičnih pogojih inokulirali neposredno v 4 mL gojišča 2×TY in 0,5 mL 20-% glukoze. 
Kulturo smo stresali približno 5 ur pri 37 °C in 250 vrt./min, dokler nismo vizualno zaznali 
rahle motnosti. Nato smo v aseptičnih pogojih kulturi dodali 5 μL suspenzije bakteriofagov 
M13(pIT2)-EpoR in inkubirali  še 30 min pri  enakih pogojih.  Gojišču smo že na začetku 
dodali glukozo, ker zavira operon lac, pod nadzorom katerega je gen za EpoR. Na ta način 
smo torej zavrli prepis gena za EpoR in s tem sintezo EpoR takoj po okužbi.
V  aseptičnih  pogojih  smo  nato  na  eno  trdno  LB-agarna  gojišče  z  glukozo  (1  %)  in 
ampicilinom (100  μg/mL)  nanesli  in  enakomerno  razmazali  50  μL,  na  drugo  pa  10  μL 
okužene kulture. Fagmidni vektor pIT2 nosi gen za  β-laktamazo, zaradi česar celicam daje 
odpornost proti  ampicilinu.  S  prisotnostjo ampicilina v gojišču smo ustvarili  selekcijske 
pogoje, v katerih so na gojiščih zrasle le kolonije, ki so uspešno sprejele fagmid pIT2-EpoR. 
Petrijevki z razmazanimi celicami smo inkubirali čez noč pri 37 °C.
Naslednji  dan smo iz trdnih gojišč  v aseptičnih pogojih 2 koloniji  ločeno prenesli  v dve 
tekoči gojišči 2×TY po 4 mL, katerima smo dodali 0,5 mL 20-% glukoze in ampicilin do 100 
μg/mL ter stresali čez noč pri 250 vrt./min in 37 °C. Naslednji dan smo mililitru vsake kulture 
dodali  po 150  μL sterilnega  glicerola  in  ju  shranili  pri  –80 °C kot  trajni  kulturi  E.  coli 
HB2151/pIT2/EpoR,  ki  smo ju  v nadaljevanju  uporabili  za  testiranje  optimalnih  pogojev 
izražanja EpoR in izražanje EpoR v večjem volumnu.
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4.2 Izbira optimalnih pogojev izražanja EpoR
4.2.1 Priprava kultur za različne pogoje indukcije
Kulturo za indukcijo smo pripravili  tako,  da smo 90 mL 2×TY in 9 mL 20% glukoze z 
ampicilinom (100  μg/mL)  v  aseptičnih  pogojih  dodali  1  mL prekonočne  kulture  E.  coli 
HB2151/pIT2/EpoR in stresali pri 250 vrt./min ter 37 °C do optične gostote približno 0,8, 
merjene pri valovni dolžini 600 nm (OD600). 
4.2.2 Testiranje različnih pogojev za optimalno izražanje EpoR
Pripravljeno kulturo za indukcijo smo 10 min centrifugirali pri 5000×g in 20 °C, s čimer smo 
celice ločili od gojišča. Supernatant smo zavrgli in celice suspendirali v 100 mL gojišča za 
suspendiranje bakterij (sestava: 100 mL 2×TY, 25 mL 2 M saharoze in 130 μL ampicilina). Z 
dodatkom  saharoze  smo  ustvarili  hipertonično  okolje,  ki  spodbuja  uhajanje  vsebine 
periplazme v gojišče. Po 10 mL pripravljene suspenzije bakterij smo v aseptičnih pogojih 
prenesli v 8 erlenmajeric.
Kot že omenjeno, prisotnost glukoze zavira prepisovanje genov pod nadzorom promotorja 
lac prek mehanizma, imenovanega »represija s katabolitom«. Ob odsotnosti glukoze naraste 
koncentracija  cAMP,  ki  posledično  s  transkripcijskim  dejavnikom  CAP (ang.  catabolite  
activator  protein)  tvori  kompleks  CAP-cAMP.  Ta se  v  promotorski  regiji  veže  na  CAP-
vezavno mesto, kar olajša vezavo RNA polimeraze. Še vedno pa je pri teh pogojih (odsotnost 
glukoze in laktoze) na operator v veliki meri vezan represor, ki ovira začetek transkripcije. 
Ob  odsotnosti  glukoze  in  prisotnosti  metabolita  laktoze,  alolaktoze,  se  poleg  vezave 
kompleksa CAP-cAMP alolaktoza veže še na represor lac, s čimer ga inaktivira. Posledično 
se  represor  sprosti  z  operatorja  in  transkripcija  lahko  steče.  IPTG je  metabolno  stabilen 
analog alolaktoze, ki se veže na represor in ga s tem inaktivira, ne podleže pa razgradnji z β-
galaktozidazo.  Prednost  uporabe  IPTG  je  tako  v  tem,  da  njegova  koncentracija  ostane 
konstantna  skozi  celotno  obdobje  gojenja,  s  tem pa  tudi  izražanje  genov  pod  nadzorom 
promotorja lac.
Da bi ugotovili optimalne pogoje za izražanje EpoR, smo proučili osem različnih pogojev: 
štiri  jakosti  indukcije pri  dveh različnih temperaturah.  V po dve erlenmajerici smo dodali 
glukozo do končne koncentracije ~2 % (močno inhibirano izražanje), v drugi dve glukozo do 
končne  koncentracije  ~0,1  % (rahlo  inhibirano  izražanje)  in  v  tretji  par  kultur  IPTG do 
končne konc. 0,2 mM (močno inducirano izražanje). V zadnji dve erlenmajerici nismo dodali 
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ničesar  (šibko  inducirano  izražanje).  Na  ta  način  smo  dobili  dve  seriji  kultur  pri  štirih 
različnih pogojev indukcij. Obe seriji smo stresali čez noč pri 250 vrt./min, eno pri 20 °C in 
drugo pri 25 °C.
4.2.3 Periplazemska ekstrakcija
Kulturam smo nato izmerili OD600, jih 10 min centrifugirali pri 5000×g in 4 °C, da smo celice 
ločili od gojišča. Posamezne usedline celic smo nato suspendirali v pufru za periplazemsko 
ekstrakcijo glede na izmerjene optične gostote po sledeči formuli:




S tem smo dosegli, da je bila koncentracija celic v vseh vzorcih enaka, zato da smo pri analizi 
rezultatov  lahko videli,  v  katerih  pogojih  celice  E.  coli proizvedejo  primerjalno  največjo 
količino EpoR (torej, v katerih pogojih je koncentracija EpoR na celico najvišja).
Pufer  za  periplazemsko ekstrakcijo  povzroči  destabilizacijo  zunanje  celične  membrane in 
zaradi visoke osmolarnosti vleče tekočino iz celic, s čimer se vsebnost medmembranskega 
(periplazemskega) prostora sprosti v pufer. 
Vzorce  smo nato eno uro nežno stresali  pri  50 vrt./min in  4 °C,  zatem smo jih  15 min 
centrifugirali  pri  15.000×g in 4 °C.  Dobljene supernatante (periplazemske ekstrakte)  smo 
prenesli v nove mikrocentrifugirke, posedle bakterije pa smo suspendirali v pufru PBS glede 





4.2.4 Analiza prisotnosti topnega EpoR v periplazemskih ekstraktih
Proteini  so  polielektroliti,  zato  lahko  za  ločevanje  proteinov  po  velikosti  uporabimo 
elektroforezo  v  poliakrilamidnem gelu  ob  dodatku  SDS  (ang.  sodium  dodecyl  sulphate-
polyacrylamide gel electrophoresis, SDS-PAGE). Neto naboj med proteini močno variira, za 
ločevanje  po velikosti  pa mora biti  neto  negativni  naboj  sorazmeren dolžini  polipeptidne 
verige proteina. Da dosežemo takšno stanje, vzorcem pred nanosom dodamo negativno nabit 
natrijev lavril sulfat (ang.  sodium dodecyl sulphate, SDS), ki se nespecifično, a močno in 
stehiometrično veže na polipeptidne verige (približno 1 molekula SDS na 2 aminokislinska 
ostanka).  Da  proteine  ločujemo  izključno  po  velikosti,  je  pomembno,  da  jih  popolnoma 
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denaturiramo, s čimer izgubijo svojo terciarno in sekundarno strukturo ter postanejo linearni. 
Da  denaturacijo  proteinov  pospešimo,  vzorce  ob  prisotnosti  SDS  segrevamo,  običajno 
zadostuje 5 minut pri 95 °C. Običajno vzorcem skupaj s SDS dodamo še reducent ditiotrietol 
(DTT), ki reducira disulfidne mostičke, bodisi znotraj molekul ali med molekulami, kar je 
nujno za popolno denaturacijo nekaterih proteinov. Tako pripravljeni proteini imajo močan 
negativen  naboj,  zaradi  česar  se  v  električnem  polju  gibljejo  v  smeri  pozitivno  nabite 
elektrode (anode), pri čemer ima poliakrilamidni gel vlogo molekulskega sita, torej se majhne 
molekule skozi gel gibljejo hitreje,  velike pa počasneje.  Ločevanje proteinov tako poteka 
zgolj na osnovi velikosti, saj je razmerje med nabojem in velikostjo proteinov vedno enako. S 
poliakrilamidno gelsko elektroforezo ob prisotnosti natrijevega dodecilsulfata (SDS-PAGE) 
lahko ločujemo proteine z molekulskimi masami med 5 in 250 kDa.
Za analizo vzorcev smo pripravili dva poliakrilamidna gela z desetimi vdolbinicami, debelin 
0,75 mm in 1,5 mm kot  je  opisano v razdelku 3.4.  Gel je za doseganje večje  ločljivosti 
sestavljen iz dveh delov: zgornji zbiralni gel, v katerem se vzorci skoncentrirajo, zaradi česar 
na  koncu  dobimo  ozke  namesto  široke  lise  (kar  omogoča  ločevanje  tudi  med  proteini 
podobnih molekulskih mas) ter spodnji ločevalni gel, v katerem dejansko pride do ločbe. 
Vzorce za nanos na gel smo pripravili tako, da smo k po 50,1 μL neredčenega vzorca dodali  
po 39,9 μL pripravljene nanašalne zmesi, sestavljene iz 6×LD in 1 M DTT v razmerju 2 proti 
1. V posamezne vdolbinice tanjšega gela smo nanesli po 28 μL in v vdolbinice debelejšega po 
56 μL posameznih pripravljenih vzorcev. Na oba gela smo nanesli tudi označevalec velikosti, 
ki vsebuje zmes proteinov različnih znanih molekulskih mas in nam pomaga pri določevanju 
velikosti  proteinov  iz  vzorcev.  Elektroforeza  je  potekala  približno  uro  in  pol  pri  stalni 
električni napetosti 90 V.
Po končani elektroforezi smo proteine v tanjšem gelu detektirali z barvanjem s Coomassie 
modrim.  Gel  smo trikrat  po  5  min  spirali  s  približno  po  100  mL ddH2O,  s  čimer  smo 
odstranili SDS in pufrne soli, ki ovirajo vezavo barvila na proteine. Nato smo na gel nalili 
približno 30 mL raztopine za fiksiranje (40-% etanol in 10-% ocetna kislina v vodi), zatem 50 
mL barvila Coomassie modro in stresali čez noč, za tem pa ga trikrat spirali po 15 min s 
približno 100 mL ddH2O. Gel smo slikali z napravo G-BOX.
Proteine  smo  iz  debelejšega  gela  najprej  prenesli  na  nitrocelulozno  membrano  (prenos 
western oz. WB) in jih nato detektirali s protitelesi proti c-myc. Po prenosu smo membrano 
eno uro blokirali  z raztopino 5-% mleka v prahu v 0,05-% TBST, s čimer smo zasedli  s 
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proteini nezasedeno površino membrane. Membrano smo nato trikrat po pet minut spirali z 
0,05-% TBST. Membrano smo pri 4 °C čez noč inkubirali v raztopini mišjih protiteles proti c-
myc-tag, redčenih 1 proti 5000 v 5-% mleko / 0,05 % TBST. Naslednji dan smo jo trikrat po 
pet minut sprali z 0,05-% TBST in jo nato eno uro stresali ob prisotnosti konjugata kozjih 
protiteles proti mišjim protitelesom s hrenovo peroksidazo, redčenega 1 proti 20 000 v 5-% 
mleku / 0,05 % TBST. Membrano smo nato štirikrat po pet minut sprali z 0,05-% TBST, jo 
inkubirali  v  zmesi  substrata  SuperSignal  West  Dura,  počakali,  da  je  prišlo  do  vidne 
kemilumiscence ter jo slikali z napravo G-BOX.
4.2.5 Analiza prisotnosti topnega EpoR v preostanku celic E. coli
Celice po periplazemski ekstrakciji smo na ledu lizirali z ultrazvočno sondo, celokupno 2 min 
s pulzi po 5 s in vmesnimi prekinitvami 10 s pri amplitudi 35 %. Po 52,5 μL lizatov smo 
prenesli v nove mikrocentrifugirke in dodali PBS do 600 μL, jih 10 min centrifugirali pri 
16100×g in 4 °C, dobljene supernatante (topne frakcije lizatov) ločili od usedlin (netopnih 
frakcij lizatov), te pa suspendirali v po 600 μL PBS in jih shranili pri –20 °C kot netopne 
frakcije. 
11,13 μL topnim frakcijam lizatov smo dodali po 8,87 μL nanašalne zmesi, pri čemer smo na 
0,75 mm gel nanesli po 6 μL in na 1,5 mm gel po 12 μL pripravljenih vzorcev. Pripravo gelov 
in vzorcev za nanos na poliakrilamidna gela, gelsko elektroforezo ob prisotnosti SDS (SDS-
PAGE),  barvanje 0,75 mm gela s Coomassie modrim in prenos western iz  1,5 mm gela, 
inkubacijo nitrocelulozne membrane s primarnimi in sekundarnimi protitelesi ter slikanje gela 
in membrane smo izvedli na enak način in pod enakimi pogoji, kot je opisano v razdelku 
4.2.4.  Razlika s  prejšnjim postopkom je  bila  edino v tem, da smo pripravili  in  uporabili 
poliakrilamidna gela s petnajstimi namesto z desetimi vdolbinicami.
4.3  Izražanje  v  večji  kulturi,  periplazemska  ekstrakcija  in  priprava  vzorcev  za 
kromatografsko čiščenje
4.3.1 Izražanje in periplazemska ekstrakcija
Prekonočno kulturo smo pripravili tako, da smo v aseptičnih pogojih zmes 18 mL 2×TY, 2 
mL  20-%  glukoze  s  100  μg/mL  ampicilina  inokulirali  s  trajno  kulturo  E.  coli 
HB2151/pIT2/EpoR in stresali preko noči pri 37 °C. 10 mL prekonočne kulture smo nato 
prenesli v 1 L gojišča (sestava: 800 mL gojišča 2×TY, 200 mL 2 M saharoza, ampicilin do 
koncentracije 100 μg/mL) in gojili približno 19 ur pri 170 vrt./min in 20 °C do OD600 ~3,24.
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Gojišče s celicami smo nato 15 min centrifugirali pri 5000×g in 4 °C, da smo celice ločili od 
gojišča, dobljen supernatant pa shranili v hladilnik za poznejše filtriranje in koncentriranje. 
Celice smo nato suspendirali v 50 mL pufra za periplazemsko ekstrakcijo in eno uro nežno 
stresali pri 50 vrt./min in 4 °C. Suspenzijo smo do nadaljnje obdelave zamrznili pri –20 °C.
4.3.2 Čiščenje in koncentriranje supernatanta gojišča ter koncentriranje periplazemskega  
ekstrakta
Pred kromatografskim čiščenjem smo morali  iz vzorca odstraniti  večje nečistoče (ostanke 
celic in ostali netopni material), ki bi lahko ovirale pretok po koloni ali jo celo zamašile, in 
tudi nekatere topljence, ki niso kompatibilni s kolono IMAC – zlasti EDTA, ki iz kolone 
odstrani ione Ni2+. Poleg tega smo morali odstraniti tudi večji del saharoze, da smo čim bolj 
zmanjšali viskoznost vzorca, ki bi otežila pretok vzorca skozi kolono pri visokih pritiskih. 
Da smo odstranili  večje  nečistoče,  smo gojišče  najprej  zaporedno filtrirali  skozi  različne 
membranske filtre s padajočimi velikostmi por. V prvi filtraciji smo uporabili membrano z 
1,2 μm velikimi porami, v drugi z 0,8 μm in v tretji z 0,22 μm porami. Proteini in ostali 
topljenci so z lahkoto prehajali čez pore, medtem ko so delci, večji od por, zastali. Preden pa 
smo lahko neželene topljence odstranili z dializiranjem, smo morali volumen vzorca ustrezno 
zmanjšati. 
Če naj bo odstranjevanje topljencev z dializo uspešno, je pomembno, da je dializnega pufra 
bistveno več, hkrati pa je omejen tudi volumen, ki ga je dializna celica sposobna sprejeti. 
Supernatant  smo  zato  skoncentrirali  z  ultrafiltacijo  z  uporabo  sistema  celic  Amicon  pri 
nadtlaku 2,5 do 3 bare. Pri tem postopku gre za to, da manjši topljenci z lahkoto prehajajo 
skozi  polprepustno  membrano,  medtem ko  proteini  ne  morejo.  Nato  smo supernatant  še 
dodatno skoncentrirali z ultrafiltracijo (prepustnost 10 kDa) s centrifugiranjem pri 4000×g. 
Za koncentriranje periplazemskega ekstrakta smo že takoj uporabili postopek ultrafiltracije 
(prepustnost  10  kDa)  s  centrifugiranjem  pri  4000×g.  Zaradi  očitne  velike  koncentracije 
proteinov je potekalo ultrafiltriranje zelo počasi.
4.3.3 Odstranitev neželenih topljencev
Za  nanos  na  kolono  IMAC je  nujno,  da  vzorec  nima  reducirajočih  snovi,  EDTA in  da 
viskoznost ni previsoka. Supernatant gojišča in periplazemski ekstrakt smo zato dializirali. 
Pri dializi gre za izmenjavo topljencev skozi polprepustno membrano; v tem primeru smo 
uporabili dializne kasete z membranami z mejno velikostjo por 10 kDa, prepustno za manjše 
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topljence (kot so soli in sladkorji), neprepustno pa za proteine, večje od 10 kDa. Uporabili 
smo tri dializne celice: eno smo napolnili s skoncentriranim supernatantom gojišča, dve pa s 
skoncentriranim periplazemskim ekstraktom. Celice smo najprej štiri  ure dializirali  v treh 
litrih dializnega pufra, jih nato prestavili v pet litrov dializnega pufra in pustili, da dializa 
poteka čez noč. Za dializo smo uporabili pufer z nižjo koncentracijo topljencev, kot ju imata 
koncentriran  supernatant  gojišča  in  periplazemski  ekstrakt,  s  čimer  smo med  postopkom 
dialize tudi zmanjšali viskoznost vzorcev. Dializirali smo čez noč pri 4 °C.
4.4 Kromatografsko čiščenje EpoR
(I) Čiščenje s kovinsko-kelatno afinitetno kromatografijo (IMAC)
4.4.1 Priprava vzorcev za nanos na kromatografsko kolono
Da  bi  preprečili  neželene  nespecifične  elektrostatske  interakcije  med  proteini  in  kolono 
IMAC zaradi razlike v koncentraciji ionov med vzorcem in pufri IMAC, smo morali povečati 
koncentracijo NaCl v vzorcih na 500 mM, da se je ujemala s koncentracijo NaCl v pufrih 
IMAC. Periplazemskemu ekstraktu smo tako dodali 2 mL in koncentriranemu gojišču 2,5 mL 
koncentrata za dodatek pred IMAC. Da smo preprečili vnos kakršnih koli večjih nečistoč na 
kolono  IMAC,  smo  vzorce  pred  nanosom  na  kolono  IMAC še  enkrat  prefiltrirali  skozi 
membranske filtre z 0,22 μm velikimi porami. 
4.4.2 Čiščenje periplazemskega ekstrakta
Ker je imel EpoR polihistidinski rep, smo lahko za izolacijo EpoR uporabili kovinsko-kelatno 
afinitetno kromatografijo  (IMAC). Pri  tem tipu kromatografije gre za to,  da so ioni  Ni2+, 
koordinacijsko imobilizirani na nosilec, hkrati pa imajo še dve prosti koordinacijski vezavni 
mesti.  Ko pridejo v stik s spojinami,  ki  tvorijo koordinacijske vezi  z nikljem, se te  tako 
zadržijo  na  koloni,  medtem ko druge kolono  prehajajo.  Aminokislinski  ostanki  histidina, 
cisteina  in  triptofana  imajo  nezanemarljivo  afiniteto  do  tvorbe  koordinacijskih  vezi  z 
nikljevimi  ioni,  še  toliko  bolj,  če  je  več  takšnih  aminokislinskih  ostankov  nanizanih 
zaporedno.  Prisotnost  imidazola  v  nizki  koncentraciji  prepreči  vezavo  teh  posamičnih 
aminokislinskih ostankov in tako zmanjša nespecifično vezavo netarčnih proteinov na koloni, 
ne prepreči pa vezave polihistidinskega podaljška, ki ima bistveno višjo afiniteto do tvorbe 
koordinacijskih  vezi  z  nikljevimi  ioni.  Za  elucijo  proteinov,  ki  so  na  kolono  vezani  s 
polihistidinskim repom, je tako potrebna bistveno višja koncentracija  imidazola (npr.  200 
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mM).  Pri  čiščenju  EpoR  smo  uporabili  kolono,  sposobno  vezave  vsaj  40  mg  gramov 
proteinov, označenih s polihistidinskim podaljškom (83).
Kolono smo najprej sprali z IMAC-pufrom A, nato nanjo nanesli periplazemski ekstrakt in 
eluirali netarčne proteine s postopnim višanjem koncentracije imidazola (tako da smo višali 
delež IMAC-pufra B) do končne koncentracije 45 mM. Nato smo povečali  koncentracijo 
imidazola  na  300  mM  in  s  tem  EpoR  eluirali  s  kolone.  Pufra  smo  pred  uporabo  na 
kromatografu prefiltirali skozi membranski filter z 0,22-μm porami in ju nato degazirali pri 
podtlaku  in  z  UZ  kadičko.  V  celotnem  postopku  smo  polmililitrske  frakcije  zbirali  v 
mikrocentrifugirke. Skupni pretok skozi kolono je bil ves čas 0,5 mL/min. Enak postopek 
smo ponovili s supernatantom gojišča.
4.4.3  Analiza  frakcij  s  poliakrilamidno  gelsko  elektroforezo  ob  prisotnosti  SDS  (SDS-
PAGE)
Glede  na  vrhove  IMAC-kromatograma  smo  naredili  izbor  frakcij  za  analizo  z  gelsko 
elektroforezo ob prisotnosti SDS (SDS-PAGE), da smo dobili reprezentativno sliko poteka 
kromatografije  (tj.,  analiza  je  zajela  vse  kromatografske  vrhove).  Analizo  kromatografije 
periplazemskega ekstrakta  in  supernatanta  gojišča  smo za  barvanje  s  Coomassie  modrim 
izvedli na dveh ločenih 0,75-mm gelih s po desetimi vdolbinicami, za prenos western pa na 
skupnem 1,5-mm gelu s petnajstimi vdolbinicami. Za barvanje s Coomassie modrim in za 
prenos western smo zaradi omejenosti s številom vdolbinic izbrali različne frakcije, za obe 
analizi  pa  smo vzorce  nanesli  v  enakih  količinah.  Poleg  izbranih  frakcij  in  označevalca 
velikosti smo na gel nanesli še neredčene vzorce periplazemskega ekstrakta in supernatanta 
gojišča  pred  kromatografijo,  neredčeno  nevezano  frakcijo  (ang.  »flow-through«)  vsakega 
kromatografskega čiščenja ter standard EpoR (proizveden v celični liniji HEK 293T), redčen 
1 proti 20 v pufru PBS do koncentracije 175 μg/mL. Če smo vzorec nanesli zgolj na en gel,  
smo za pripravo uporabili 10 μL frakcije;  če smo ga nanesli na dva,  pa smo za pripravo 
uporabili 20 μL frakcije. Standard EpoR smo pripravili v 30 μL, saj smo ga nanesli na tri 
gele.  Vzorcem in standardu EpoR smo dodali  po 8 μL nanašalne zmesi za vsakih 10 μL 
raztopine in v vdolbinice gelov nanesli po 16 μL posameznih pripravljenih vzorcev.
Pripravo  gelov  in  vzorcev  za  nanos  na  poliakrilamidna  gela,  gelsko  elektroforezo  ob 
prisotnosti  SDS  (SDS-PAGE),  barvanje  0,75  mm  gelov  s  Coomassie  modrim  in  prenos 
western 1,5 mm gela,  inkubacijo nitrocelulozne  membrane s  primarnimi  in  sekundarnimi 
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protitelesi ter slikanje gelov in membrane smo izvedli na enak način in od enakimi pogoji kot 
je opisano v razdelku 4.2.4.
4.4.4 Združitev frakcij in koncentriranje
Glede na rezultate analize gela po SDS-PAGE in membrane po WB smo se odločili, v katerih 
frakcijah je  največji  delež EpoR in te frakcije združili.  Nato smo vzorec skoncentrirali  z 
ultrafiltriracijo s centrifugiranjem – z uporabo ultrafiltracijskih centrifugirk s prepustnostjo 
membrane za delce velikosti  do 10 kDa – vzorec smo skoncentrirali  iz  5 mL na končni 
volumen 200 μL.
4.4.5 Ocena čistosti EpoR po IMAC z gelsko elektroforezo ob prisotnosti SDS (SDS-PAGE)  
in barvanjem s Coomassie modrim
Oceno  čistosti  EpoR  v  vzorcu  po  IMAC  smo  izvedli  z  elektroforezo  in  barvanjem  s 
Coomassie modrim. Za nanos na 0,75 mm gel z desetimi vdolbinicami smo pripravili 10 μL 
standarda EpoR, desetkrat redčenega v PBS in po 10 μL neredčenega in desetkrat redčenega 
vzorca. Raztopinam smo dodali po 8 μL nanašalne zmesi in v posamezne vdolbinice nanesli 
po  16  μL raztopin.  Pripravo  gelov  in  vzorcev  za  nanos  na  poliakrilamidna  gela,  gelsko 
elektroforezo ob prisotnosti  SDS (SDS-PAGE), barvanje s  Coomassie  modrim in slikanje 
gela smo izvedli na enak način in pod enakimi pogoji kot je opisano v razdelku 4.2.4. 
(II) Čiščenje z velikostno-izključitveno kromatografijo
4.4.6 Čiščenje z velikostno-izključitveno kromatografijo
Gelska velikostno-izključitvena kromatografija je separacijska metoda, s katero lahko ločimo 
proteine glede na njihovo velikost. V kromatografski koloni so prisotni porozni polimerni 
delci. Medtem ko manjše molekule prehajajo vanje in se tako dalj časa zadržujejo na koloni, 
večje ne in se zato hitreje eluirajo. Uporabili smo kolono HiTrap IMAC HP 1 mL z delci iz 
premreženega dekstrana. Kolono smo najprej sprali s PBS, nanjo nanesli vzorec in ga spirali 
iz kolone,  prav tako s PBS. Skozi celoten potek kromatografije smo zbirali  polmililitrske 
frakcije ob pretoku 0,5 mL/min.
4.4.7 Združitev frakcij in koncentriranje
Glede na SEC-kromatogram smo se odločili,  katere frakcije združiti,  tako da bomo zajeli 
večino EpoR in hkrati izključili nečistote. Nato smo vzorec skoncentrirali z ultrafiltriracijo s 
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centrifugiranjem – z uporabo ultrafiltracijskih centrifugirk s prepustnostjo membrane za delce 
velikosti do 3 kDa – iz 8,5 mL smo skoncentrirali do končnega volumna ~500 μL.
4.4.8 Ocena čistosti EpoR po SEC z gelsko elektroforezo ob prisotnosti SDS (SDS-PAGE)  
in barvanjem s Coomassie modrim
Oceno čistosti EpoR v vzorcu po SEC smo izvedli z elektroforezo in barvanjem s Coomassie 
modrim. Za nanos na 0,75-mm gel z desetimi vdolbinicami smo pripravili 10 μL standarda 
EpoR, desetkrat redčenega v PBS in 10 μL neredčenega vzorca. Raztopinama smo dodali po 
8 μL nanašalne zmesi in na gel nanesli po 16 μL raztopin. Pripravo gelov in vzorcev za nanos 
na poliakrilamidna gela, gelsko elektroforezo ob prisotnosti SDS (SDS-PAGE), barvanje s 
Coomassie modrim in slikanje gela smo izvedli na enak način in pod enakimi pogoji, kot je 
opisano v razdelku 4.2.4. 
4.5 Ocena celokupne koncentracije in aktivnosti EpoR po čiščenju z IMAC in SEC
(I) Ocena koncentracije EpoR
4.5.1 Ocena koncentracije EpoR z metodo po Bradfordu
Koncentracijo  EpoR v vzorcu smo ocenili  kolorimetrično po Bradfordu.  V kislem okolju 
proteini tvorijo komplekse z barvilom Coomassie modrim, ki ob vezavi na proteine zaradi 
spremembe v ionizaciji spremeni barvo iz rjavo-rdečkaste v modro. Količina barvila, ki tvori 
kompleks s proteinom, je odvisna od deleža aminokislinskih ostankov s pozitivnim nabojem 
(lizinski in argininski ostanki), zaradi česar je pomembno, da za izris umeritvene premice 
uporabimo standard istega proteina, čigar koncentracijo določamo. V našem primeru bi to 
pomenilo uporabo EpoR-HEK, vendar si takšne porabe EpoR-HEK nismo mogli privoščiti. 
Zato  smo  za  konstrukcijo  umeritvene  premice  uporabili  BSA,  morebitna  odstopanja  od 
reprezentativnih vrednosti za EpoR pa smo kompenzirali s tem, da smo poleg EpoR iz E. coli 
nanesli  tudi  EpoR-HEK in se pri  izračunu koncentracije  opirali  na dobljene vrednosti  za 
EpoR-HEK. Prav tako je kolorimetrično določanje koncentracije po Bradfordu nespecifično, 
zato z njim dobimo oceno celokupne koncentracije proteinov v vzorcu, tj. test ne loči med 
EpoR in proteinskimi kontaminanti.
Na mikrotitrsko ploščico smo nanesli po 10 μL standarda BSA koncentracij 100, 200, 400, 
600, 800, 1000 in 1500 μg/mL, redčenega s PBS. Nanesli smo še po 10 μL PBS za slepo 
kontrolo  (ozadje),  10  μL EpoR-HEK v koncentraciji  350 μg/mL in  dvakrat  ter  desetkrat 
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redčen vzorec EpoR iz E. coli. Nato smo v vdolbinice dodali po 300 μL Coomassie modrega 
za test Bradford, počakali 10 min in pomerili absorbanco pri valovni dolžini 595 nm, pri 
kateri je razlika v absorbanci med obema oblikama barvila najvišja. Test smo izvedli v treh 
paralelkah. 
4.5.2 Ocena koncentracije EpoR z merjenjem absorbance pri 280 nm
Koncentracijo EpoR v vzorcu smo ocenili tudi spektrofotometrično z merjenjem absorbance 
pri  280  nm.  Takšno  določanje  koncentracije  proteinov  v  raztopini  temelji  na  tem,  da 
aminokislinski ostanki z aromatičnimi obroči (predvsem ostanki triptofana, tirozina, nekaj 
tudi  fenilalanina)  značilno  absorbirajo  pri  valovni  dolžini  280  nm.  Ker  se  delež  takšnih 
aminokislinskih  ostankov  med  proteini  razlikuje,  smo  za  izračun  koncentracije  izmerili 
abosorbanco tudi standardu EpoR. Podobno kot pri kolorimetričnem določanju koncentracije 
pri Bradfordu, je tudi spektrofotometrično določanje koncentracije z merjenjem absorbance 
pri valovni dolžini 280 nm nespecifično za EpoR, zaradi česa je meritev ocena celokupne 
koncentracije proteinov v vzorcu in ne zgolj EpoR.
Absorbanco smo izmerili petkrat redčenemu EpoR-HEK in neredčenemu vzorcu EpoR iz E. 
coli. Vsako meritev smo ponovili dvakrat. Za vsak vzorec smo vzeli povprečje meritev in 
računsko  ocenili  koncentracijo  EpoR-E.coli  ob  upoštevanju  predpostavke,  da  absorbanca 
linearno narašča v odvisnosti od koncentracije EpoR.
4.5.3 Denzitometrična ocena koncentracije EpoR
Pri  denzitometriji  merimo  optično  gostoto  lis  na  elektroforeznem  gelu,  barvanem  s 
Coomassie modrim. Prednost takšnega določanja koncentracije je, da merimo optično gostoto 
le želenemu proteinu, saj se različni proteini z elektroforezo ločijo in na ta način torej dobimo 
oceno koncentracije zgolj želenega proteina v vzorcu in ne celokupne koncentracije proteinov 
v  vzorcu.  Ocenili  smo  optično  gostoto  lis  EpoR-HEK  in  EpoR  iz  E.  coli z  zadnje 
elektroforeze (kot  opisano v razdelku 4.4.8) s  programsko opremo GeneTools  (Syngene). 
Lisama  smo  izmerili  enodimenzionalno  (višina  vrha  lise  na  denzitogramu)  in 
dvodimenzionalno (površina vrha lise na denzitogramu) optično gostoto, vsako meritev pa 
smo ponovili dvakrat. Iz dobljenih vrednosti smo računsko ocenili  koncentracijo EpoR-E. 
coli relativno glede na znano koncentracijo EpoR-HEK.
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(II) Ocena aktivnosti EpoR
Encimskoimunski  test  (ang.  Enzyme-Linked  Immunosorbent  Assay,  ELISA)  je  metoda,  s 
pomočjo  katere  lahko  dokažemo prisotnost  specifičnih  molekul  (navadno kompleksnejših 
molekul, kot so proteini) ali določimo njihovo količino. Dve vrsti izvedbe testa ELISA sta 
relevantni  za  naš  eksperiment:  neposredna  in  »sendvič«  ELISA.  Pri  neposrednem  testu 
ELISA na dno mikrotitrskih ploščic adsorbiramo protein, ki ga dokazujemo/kvantificiramo, 
nato  pa  dodamo  protitelesa,  ki  se  specifično  vežejo  na  ta  protein  in  ki  jih  je  mogoče 
neposredno  detektirati.  Pri  posrednem  testu  ELISA  pa  na  dno  mikrotitrskih  ploščic 
adsorbiramo protitelesa, ki lovijo protein, ki ga dokazujemo/kvantificiramo, nato pa dodamo 
protitelesa, ki se specifično vežejo na druge antigenske determinante analiziranega proteina in 
katera  je  mogoče  posredno  detektirati  s  sekundarnimi  protitelesi.  Zaradi  cenovnih  in 
praktičnih razlogov ELISA pogosto vsebuje več korakov (posredna detekcija), ki pa sledijo 
enaki logiki. ELISA pa ima še eno pomembno prednost: v testu lahko uporabimo protitelesa, 
ki  so  se  sposobna  vezati  na  ustrezen  konformacijski  (diskontinuirani)  epitop  tarčnega 
proteina,  tj.  zgolj,  če  je  protein  pravilno  zvit.  Tako  lahko  s  testom  ELISA pravzaprav 
določimo  ne  le  celokupno  koncentracijo  izbranega  proteina,  temveč  tudi  koncentracijo 
funkcionalnega izbranega proteina.
Za oceno aktivnosti EpoR-E.coli smo uporabili prilagojeni test ELISA, izvedli pa smo tri 
različice, poimenovane glede na to, kako smo imobilizirali EpoR: neposredno, posredno in 
»obrnjeno« posredno (slika 2). Kot molekulo, ki selektivno veže zgolj funkcionalen EpoR 
smo uporabili biotiniliran rekombinantni humani eritropoetin (B-rhEPO), za detekcijo pa smo 
uporabili bodisi streptavidin, konjugiran z encimom hrenova peroksidaza (ang.  horseradish 
peroxidase, HRP) bodisi protein A, konjugiran s HRP. Po dodatku kromogenega substrata 
TMB  (3,3',5,5'-tetrametilbenzidin)  in  vodikovega  peroksida  pride  ob  prisotnosti  hrenove 
peroksidaze do nastanka obarvanega produkta; intenziteta obarvanja je sorazmerna količini 
vezanega konjugata, ta pa posredno količini vezanega funkcionalnega EpoR v vdolbinicah.
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4.5.4 Ocena aktivnosti z neposredno vezavo EpoR
V prvem koraku smo na površino vdolbinic mikrotitrskih ploščic Nunc Maxisorp adsorbirali 
EpoR-HEK in EpoR-E. coli, tako da smo v vdolbinice nanesli po 50 μL EpoR-HEK v PBS s 
koncentracijami 25 μg/mL, 5 μg/mL, 1 μg/mL in 0,2 μg/mL; po 50 μL EpoR-E.coli v PBS s 
koncentracijami 25 μg/mL, 5 μg/mL in 1 μg/mL in 50 μL PBS (negativna kontrola brez 
imobiliziranega EpoR). Adsorpcija tarč je potekala čez noč pri 4 °C. Naslednji dan smo v 
vsako vdolbinico dodali po 230 μL 2-% BSA/PBS in eno uro stresali pri sobni temperaturi in 
50 vrt./min, s čimer smo blokirali nezasedena vezavna mesta na površini vdolbinic. Na koncu 
smo vdolbinice trikrat sprali s po 280 μL 0,1-% PBST.
V  drugem  koraku  smo  v  vsako  vdolbinico  dodali  po  100  μL  raztopine  B-rhEPO  s 
koncentracijo  2 μg/mL,  redčenega s  PZR in eno uro stresali  pri  sobni  temperaturi  in  50 
vrt./min. Za tem smo vdolbinice trikrat sprali s po 280 μL 0,1% PBST.
V tretjem koraku smo v vsako vdolbinico dodali po 100 μL raztopine konjugata SA-HRP, 
redčenega  s  PZR  v  volumskem  razmerju  1  proti  5000,  in  eno  uro  stresali  pri  sobni 
temperaturi in 50 vrt./min. Za tem smo vdolbinice štirikrat sprali s po 280 μL 0,1-% PBST.
V zadnjem koraku smo v vsako vdolbinico dodali po 200 μL substrata za detekcijo TMB/E in 
po nekaj min ustavili reakcijo z dodatkom po 100 μL 2 M H2SO4. Absorbanco raztopin v 
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Slika 2: Principi detekcije EpoR, ki smo jih uporabili za oceno aktivnosti EpoR: (A) prilagojen test  
ELISA z  neposredno  vezanim  EpoR;  (B)  prilagojen  test  ELISA s  posredno  vezanim  EpoR;  (C)  
prilagojen test ELISA z »obrnjeno« posredno vezavo EpoR. B-rhEPO – biotiniliran rekombinantni  
humani eritropoeitn; SA-HRP – streptavidin, konjugiran z encimom hrenova peroksidaza; anti-c-myc  
tag – protitelesa proti c-myc; SA – streptavidin; SpA-HRP – protein A, konjugiran z encimom hrenova  
peroksidaza.
posameznih  vdolbinicah  smo  izmerili  pri  valovni  dolžini  450  nm  z  uporabo  čitalca 
mikrotitrskih ploščic Epoch (Biotek).
4.5.5 Ocena aktivnosti s posredno vezavo EpoR, različica A
V prvem koraku smo na površino vdolbinic mikrotitrskih ploščic adsorbirali mišja protitelesa 
proti  c-myc,  tako  da  smo  v  vdolbinice  nanesli  po  50  μL raztopin  protiteles  v  PBS  s 
koncentracijama 5 μg/mL in 1 μg/mL. Adsorpcija protiteles je potekala čez noč pri 4 °C. 
Naslednji dan smo v vsako vdolbinico dodali po 230 μL 2-% BSA/PBS in eno uro stresali pri 
sobni temperaturi in 50 vrt./min, s čimer smo blokirali nezasedeno površino vdolbinic. Na 
koncu smo vdolbinice trikrat sprali s po 280 μL 0,1% PBST.
V drugem koraku smo v različne vdolbinice dodali po 100 μL raztopin EpoR-HEK in EpoR-
E.coli s koncentracijama 5 μg/mg, redčena s PZR, in po 100 μL PZR (negativna kontrola brez 
EpoR) ter eno uro stresali pri sobni temperaturi in 50 vrt./min. Delali smo v treh paralelkah. 
Za tem smo vdolbinice trikrat sprali s po 280 μL 0,1% PBST.
V  tretjem  koraku  smo  v  vsako  vdolbinico  dodali  po  100  μL  raztopine  B-rhEPO  s 
koncentracijo 2 μg/mL, redčenega s PZR, in eno uro stresali  pri  sobni temperaturi  in 50 
vrt./min. Za tem smo vdolbinice trikrat sprali s po 280 μL 0,1% PBST.
V četrtem koraku smo v vsako vdolbinico dodali po 100 μL raztopine konjugata SA-HRP, 
redčenega  s  PZR  v  volumskem  razmerju  1  proti  10000,  in  eno  uro  stresali  pri  sobni 
temperaturi in 50 vrt./min. Za tem smo vdolbinice štirikrat sprali s po 280 μL 0,1% PBST.
V zadnjem koraku smo v vsako vdolbinico dodali po 200 μL substrata za detekcijo TMB/E, 
po nekaj min ustavili reakcijo z dodatkom po 100 μL 2 M H2SO4 in izmerili  absorbanco 
raztopin pri valovni dolžini 450 nm.
4.5.6 Ocena aktivnosti s posredno vezavo EpoR, različica B
V prvem koraku smo na površino vdolbinic mikrotitrskih ploščic adsorbirali mišja protitelesa 
proti  c-myc,  tako  da  smo  v  vdolbinice  nanesli  po  50  μL raztopin  protiteles  v  PBS  s 
koncentracijama 2,5 μg/mL in 1 μg/mL. Adsorpcija protiteles je potekala čez noč pri 4 °C. 
Naslednji dan smo v vsako vdolbinico dodali po 230 μL 2-% BSA/PBS in eno uro stresali pri 
sobni temperaturi in 50 vrt./min, s čimer smo blokirali nezasedeno površino vdolbinic. Na 
koncu smo vdolbinice trikrat sprali s po 280 μL 0,1-% PBST.
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V drugem koraku smo v vdolbinice dodali po 100 μL raztopin EpoR-HEK in EpoR-E.coli s 
koncentracijama 2 μg/mg, redčena s PZR, in po 100 μL PZR (negativna kontrola) ter eno uro 
stresali  pri  sobni  temperaturi  in  50  vrt./min.  Delali  smo  v  treh  paralelah.  Za  tem  smo 
vdolbinice trikrat sprali s po 280 μL 0,1-% PBST.
V tretjem koraku smo v vdolbinice dodali po 100 μL raztopine B-rhEPO s koncentracijo 35 
ng/mL, redčenega s PZR, in  po 100 μL PZR (slepi  vzorci)  in  eno uro stresali  pri  sobni 
temperaturi in 50 vrt./min. Za tem smo vdolbinice trikrat sprali s po 280 μL 0,1-% PBST.
V četrtem koraku smo v vsako vdolbinico dodali po 100 μL raztopine konjugata SA-HRP, 
redčenega  s  PZR  v  volumskem  razmerju  1  proti  10000,  in  eno  uro  stresali  pri  sobni 
temperaturi in 50 vrt./min. Za tem smo vdolbinice štirikrat sprali s po 280 μL 0,1-% PBST.
V zadnjem koraku smo v vsako vdolbinico dodali po 200 μL substrata za detekcijo TMB/E, 
po nekaj min ustavili reakcijo z dodatkom po 100 μL 2 M H2SO4 in izmerili  absorbanco 
raztopin pri valovni dolžini 450 nm.
4.5.7 Ocena aktivnosti s testom ELISA z »obrnjeno« posredno vezavo EpoR
V prvem koraku smo na površino vdolbinic mikrotitrskih ploščic  adsorbirali  streptavidin, 
tako da smo v vdolbinice nanesli po 50 μL raztopin streptavidina v PBS s koncentracijo 20 
μg/mL. Adsorpcija je potekala čez noč pri 4 °C. Naslednji dan smo v vsako vdolbinico dodali 
po 230 μL 2-% BSA/PBS in eno uro stresali pri sobni temperaturi in 50 vrt./min, s čimer smo 
blokirali nezasedeno površino vdolbinic. Na koncu smo vdolbinice trikrat sprali s po 280 μL 
0,1-% PBST.
V  drugem  koraku  smo  v  vdolbinice  dodali  po  100  μL  raztopine  B-rhEPO  v  PZR  s 
koncentracijo  0,5  μg/mL in  po  100  μL PZR (slepi  vzorci)  in  eno  uro  stresali  pri  sobni 
temperaturi in 50 vrt./min. Delali smo v treh paralelah. Za tem smo vdolbinice trikrat sprali s 
po 280 μL 0,1% PBST.
V tretjem koraku smo v vdolbinice dodali po 100 μL raztopin EpoR-HEK in EpoR-E.coli v 
PZR s koncentracijama 3 μg/mg in po 100 μL PZR (negativna kontrola) ter eno uro stresali 
pri sobni temperaturi in 50 vrt./min. Za tem smo vdolbinice trikrat sprali s po 280 μL 0,1-% 
PBST.
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V četrtem koraku smo v vsako vdolbinico dodali po 100 μL raztopine mišjih protiteles proti 
c-myc v  PZR s  koncentracijo  0,2  μg/mg in  eno uro  stresali  pri  sobni  temperaturi  in  50 
vrt./min. Za tem smo vdolbinice trikrat sprali s po 280 μL 0,1-% PBST.
V petem koraku smo v vsako vdolbinico dodali po 100 μL raztopine konjugata SpA-HRP, 
redčenega  s  PZR  v  volumskem  razmerju  1  proti  8000,  in  eno  uro  stresali  pri  sobni 
temperaturi in 50 vrt./min. Za tem smo vdolbinice štirikrat sprali s po 280 μL 0,1-% PBST.
V zadnjem koraku smo v vsako vdolbinico dodali po 200 μL substrata za detekcijo TMB/E in 
po nekaj min ustavili reakcijo z dodatkom po 100 μL 2 M H2SO4 ter izmerili absorbanco 
raztopin pri valovni dolžini 450 nm.
(III) Optimizacija testa
4.5.8 Preverjanje neposredne interakcije med SA-HRP in mišjimi protitelesi proti c-myc
V prvem koraku smo na površino vdolbinic mikrotitrskih ploščic adsorbirali mišja protitelesa 
proti  c-myc,  tako  da  smo  v  vdolbinice  nanesli  po  50  μL raztopine  protiteles  v  PBS  s 
koncentracijo 5 μg/mL. Adsorpcija protiteles je potekala čez noč pri 4 °C. Naslednji dan smo 
v vsako vdolbinico dodali po 230 μL 2-% BSA/PBS in eno uro stresali pri sobni temperaturi 
in 50 vrt./min, s čimer smo blokirali nezasedena vezavna mesta na površini vdolbinic. Na 
koncu smo vdolbinice trikrat sprali s po 280 μL 0,1-% PBST.
V drugem koraku smo v vdolbinice dodali po 100 μL raztopine konjugata SA-HRP, serijsko 
redčenega s PZR v volumskih razmerjih 1 proti 2000, 1 proti 4000, 1 proti 8000, 1 proti 
16000,  1  proti  32000,  1  proti  64000  in  1  proti  128000,  ter  eno  uro  stresali  pri  sobni 
temperaturi in 50 vrt./min. Za tem smo vdolbinice štirikrat sprali s po 280 μL 0,1-% PBST.
V zadnjem koraku smo v vsako vdolbinico dodali po 200 μL substrata za detekcijo TMB/E in 
po nekaj min ustavili reakcijo z dodatkom po 100 μL 2 M H2SO4 ter izmerili absorbanco 
raztopin pri valovni dolžini 450 nm.
4.5.9 Preverjanje neposredne interakcije med B-rhEPO in mišjimi protitelesi proti c-myc
V prvem koraku smo na površino vdolbinic mikrotitrskih ploščic adsorbirali mišja protitelesa 
proti c-myc oz. BSA, tako da smo v osem vdolbinic (prvi stolpec) nanesli po 50 μL raztopine 
protiteles v PBS s koncentracijo 2,5 μg/mL, v osem vdolbinic (drugi stolpec) pa BSA v PBS s 
koncentracijo 20 μg/mL. Adsorpcija proteinov je potekala čez noč pri 4 °C. Naslednji dan 
smo  v  vsako  vdolbinico  dodali  po  230  μL 2-% BSA/PBS in  eno  uro  stresali  pri  sobni 
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temperaturi in 50 vrt./min, s čimer smo blokirali nezasedeno površino vdolbinic. Na koncu 
smo vdolbinice trikrat sprali s po 280 μL 0,1% PBST.
V drugem koraku smo v prva dva para vdolbinic (prvi dve vrstici) dodali po 100 μL raztopine 
EpoR-HEK v PZR s koncentracijo 3 μg/mL; v druga dva para (drugi dve vrstici) po 100 μL 
raztopine EpoR-HEK s koncentracijo 1,5 μg/mL; v tretja dva para (tretji dve vrstici) po 100 
μL raztopine EpoR-HEK s koncentracijo 0,75 μg/mL; in v zadnja para (zadnji dve vrstici) po 
100 μL PZR ter eno uro stresali pri sobni temperaturi in 50 vrt./min. Za tem smo vdolbinice 
trikrat sprali s po 280 μL 0,1-% PBST.
V tretjem koraku smo v vsako drugo vrstico vdolbinic dodali po 100 μL raztopine B-rhEPO v 
PZR s koncentracijo 1 μg/mL, v preostale vdolbinice pa po 100 μL PZR in eno uro stresali pri 
sobni temperaturi in 50 vrt./min. Za tem smo vdolbinice trikrat sprali s po 280 μL 0,1-% 
PBST.
V četrtem koraku smo v vsako vdolbinico dodali po 100 μL raztopine konjugata SA-HRP, 
redčenega  s  PZR  v  volumskem  razmerju  1  proti  10000,  in  eno  uro  stresali  pri  sobni 
temperaturi in 50 vrt./min. Za tem smo vdolbinice štirikrat sprali s po 280 μL 0,1-% PBST.
V zadnjem koraku smo v vsako vdolbinico dodali po 200 μL substrata za detekcijo TMB/E in 
po nekaj min ustavili reakcijo z dodatkom po 100 μL 2 M H2SO4 in izmerili  absorbanco 
raztopin pri valovni dolžini 450 nm.
4.5.10 Optimizacija koncentracije B-rhEPO za uporabo v testu
V prvem koraku smo na površino vdolbinic mikrotitrskih ploščic adsorbirali mišja protitelesa 
proti c-myc oz. BSA, tako da smo v osem vdolbinic (prvi stolpec) nanesli po 50 μL raztopine 
protiteles  v  PBS s koncentracijo  2,5 μg/mL, v osem vdolbinic  (drugi  stolpec)  pa BSA s 
koncentracijo 20 μg/mL, pripravljen v PBS. Adsorpcija proteinov je potekala čez noč pri 4 
°C. Naslednji dan smo v vsako vdolbinico dodali po 230 μL 2-% BSA/PBS in eno uro stresali 
pri  sobni  temperaturi  in 50 vrt./min,  s  čimer smo blokirali  nezasedena vezavna mesta  na 
površini vdolbinic. Na koncu smo vdolbinice trikrat sprali s po 280 μL 0,1-% PBST.
V drugem koraku smo vsako vdolbinico dodali po 100 μL raztopine EpoR-HEK v PZR s 
koncentracijo 0,75 μg/mL in eno uro stresali pri sobni temperaturi in 50 vrt./min. Za tem smo 
vdolbinice trikrat sprali s po 280 μL 0,1-% PBST.
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V tretjem koraku smo v vdolbinice dodali po 100 μL serijskih redčitev raztopine B-rhEPO: v 
prvo vrstico smo dodali B-rhEPO s koncentracijo 2 μg/mL, v drugo vrstico s koncentracijo 1 
μg/mL, v tretjo vrstico s koncentracijo 0,5 μg/mL, v četrto vrstico s koncentracijo 250 ng/mL, 
v peto vrstico s  koncentracijo  125 ng/mL, v šesto vrstico s  koncentracijo  62,5 ng/mL, v 
sedmo vrstico s koncentracijo 31,25 ng/mL; v osmo vrstico smo dodali zgolj po 100 μL PZR 
in eno uro stresali pri sobni temperaturi in 50 vrt./min. Za tem smo vdolbinice trikrat sprali s 
po 280 μL 0,1-% PBST.
V četrtem koraku smo v vsako vdolbinico dodali po 100 μL raztopine konjugata SA-HRP, 
redčenega  s  PZR  v  volumskem  razmerju  1  proti  10000,  in  eno  uro  stresali  pri  sobni 
temperaturi in 50 vrt./min. Za tem smo vdolbinice štirikrat sprali s po 280 μL 0,1-% PBST.
V zadnjem koraku smo v vsako vdolbinico dodali po 200 μL substrata za detekcijo TMB/E in 
po nekaj min ustavili reakcijo z dodatkom po 100 μL 2 M H2SO4 in izmerili  absorbanco 
raztopin pri valovni dolžini 450 nm.
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5 REZULTATI
5.1 Izbira optimalnih pogojev indukcije izražanja
Testno izražanje smo izvedli v po 10 mL gojišča 2×TY, pri temperaturah 20 in 25 °C ter ob 
prisotnosti 2 % glukoze, 0,1 % glukoze, 0,2 mM IPTG in ob odsotnosti glukoze ter IPTG. 
Gojili smo nekaj ur, do zaznavne motnosti gojišč, nato smo vzorce analizirali.
Kot lahko vidimo iz rezultatov WB (slika 3B), je največ EpoR zaznati v periplazemskem 
ekstraktu  kultur,  gojenih  brez  dodatkov  (tj.  ob  odsotnosti  glukoze  in  IPTG)  pri  obeh 
temperaturah (20 in 25 °C). Za tem sledita vzorca z dodatkom 0,1 % glukoze in na koncu še 
vzorca  z  dodatkom  0,2  M  IPTG.  Pri  vseh  jakostih  indukcije  izražanja  je  videti,  da  je 
koncentracija proteina v periplazemskem ekstraktu nekoliko višja, ko je izražanje potekalo 
pri nižji temperaturi, tj. pri 20 °C. V vzorcih z dodanima 2 % glukoze pričakovano ni videti  
prisotnega EpoR.
Glede na rezultate analize lizatov bakterijskih celic po periplazemski ekstrakciji z WB (slika 
4B) vidimo, da je EpoR največ v celicah v primeru dodatka 0,2 M IPTG med gojenjem pri 25 
°C, čemur sledi lizat celic iz kulture, gojene pri 20 °C, z dodanim 0,2 M IPTG. Po intenziteti  
lise, pripadajoče EpoR, sledi vzorec brez dodatkov pri 20 °C temu pa vzorec brez dodatkov 
pri 25 °C. Komaj zaznavna količina EpoR je prisotna tudi v vzorcu kulture z 0,1 % glukoze, 
gojene pri 20 °C. Pri vzorcih kultur z 2 % glukoze, gojenih pri 20 °C in 25 °C, ter kultur z 0,1 
% glukoze, gojenih pri 25 °C, prisotnosti EpoR ni bilo zaznati.
Vidimo lahko, da čeprav IPTG okrepi izražanje gena EpoR in (posredno) njegovo translacijo, 
rekombinantni protein ne doseže periplazemskega prostora v obsegu, primerljivem z jakostjo 
indukcije. Največjo količino EpoR smo zaznali v periplazemskih ekstraktih kultur, ki smo jih 
stresali brez dodatkov, tj. je bila indukcija izražanja gena  EpoR šibka. Odločili smo se, da 
bomo v nadaljevanju EpoR izražali pri temperaturi 20 °C, saj je pri tej temperaturi količina 
EpoR v periplazemskih  ekstraktih  primerljiva  količini  v  periplazemskih  ekstraktih  kultur, 
gojenih  pri  25  °C.  Pri  nižji  temperaturi  so  biokemijski  procesi  počasnejši,  kar  zveča 
verjetnost, da bo več EpoR po izražanju pri 20 °C pravilno zvitega.
Pri odcentrifugiranju celic, gojenih ob prisotnosti IPTG pri 25 °C, smo opazili,  da je bila 
usedlina izredno sluzasta. Možna razlaga za to je, da je prišlo do lize celic zaradi prevelike 
koncentracije produkta, ki je lahko agregiral oz. se nalagal v citoplazmi v obliki inkluzijskih 
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telesc. Iz rezultatov analize lizatov z WB (slika 4B) lahko vidimo, da smo v tem vzorcu res 
zaznali zelo veliko količino EpoR. 
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Slika  3: Rezultati  analize  periplazemskih  ekstraktov s  SDS-PAGE  in  sledečim  WB za  določitev  
optimalnih  pogojev  izražanja  EpoR.  M  –  označevalec  velikosti;  1  –  gojenje  pri  25  °C  in  2-%  
koncentraciji glukoze; 2 – gojenje pri 25 °C in 0,1-% koncentraciji glukoze; 3 – gojenje pri 25 °C  
brez dodatkov; 4 – gojenje pri 25 °C in 0,2 mM IPTG; 5 – gojenje pri 20 °C in 2-% koncentraciji  
glukoze; 6 – gojenje pri 20 °C in 0,1-% koncentraciji glukoze; 7 – gojenje pri 20 °C brez dodatkov; 8  
– gojenje pri 20 °C in 0,2 mM IPTG. (A) Slika gela po barvanju s Coomassie modrim; (B) prenos  
western (detekcija z mišjimi protitelesi proti c-myc).
Slika 4: Rezultati analize celičnih lizatov po periplazemski esktrakciji s SDS-PAGE s sledečim WB za  
določitev optimalnih pogojev izražanja EpoR; M – označevalec velikosti; 1 – gojenje pri 25 °C in 2 %  
koncentraciji glukoze; 2 – gojenje pri 25 °C in 0,1 % koncentraciji glukoze; 3 – gojenje pri 25 °C  
brez dodatkov; 4 – gojenje pri 25 °C in 0,2 mM IPTG; 5 – gojenje pri 20 °C in 2 % koncentraciji  
glukoze; 6 – gojenje pri 20 °C in 0,1 % koncentraciji glukoze; 7 – gojenje pri 20 °C brez dodatkov; 8  
– gojenje pri 20 °C in 0,2 mM IPTG. (A) Barvano s Coomassie modrim; (B) prenos western.
5.2 Izolacija in čiščenje EpoR po izražanju v večjem volumnu bakterijske kulture (1 L)
5.2.1 Čiščenje periplazemskega ekstrakta in koncentriranega gojišča z IMAC
Glede na rezultate testnega izražanja EpoR smo se izražanje v 1 L gojišča odločili izvesti pri 
20 °C in ob odsotnosti  glukoze ter  IPTG. Kulturo smo gojili  približno 19 ur do optične 
gostote  OD600 ~3,24  ter  nato  izvedli  periplazemsko  ekstrakcijo.  Supernatant  gojišča  in 
periplazemski ekstrakt smo skoncentrirali in pripravili na čiščenje. Pri čiščenju z IMAC smo 
dobili več vrhov, pri čemer naj bi se rekombinantni produkt (EpoR) sprostil iz kolone šele, ko 
smo povečali koncentracijo pufra B na 100 % (kromatograma čiščenja na slikah 5 in 6). Da 
smo preverili, ali je temu res tako, smo izvedli analizo zbranih frakcij s SDS-PAGE in barvali 
s Coomassie modrim ter izvedli specifično detekcijo EpoR z WB.
Glede na rezultate WB vidimo, da je izmed izbranih frakcij po čiščenju iz periplazemskega 
ekstrakta EpoR prisoten v frakciji  B4 in po čiščenju iz koncentriranega gojišča v manjši 
koncentraciji v frakciji B8 (sliki 7 in 8). To je pričakovan rezultat, saj naj bi se EpoR kopičil 
v periplazmi E. coli in se le v majhni meri sproščal v gojišče. Rezultati so prav tako potrdili, 
da je EpoR prisoten zgolj v frakcijah po eluciji s 100-% pufrom B. To nakazuje, da v teh 
frakcijah  najverjetneje  ni  prišlo  do  proteolitične  cepitve  EpoR,  kar  je  pomembno  tudi  v 
nadaljevanju v povezavi z rezultati  testa ELISA. Kljub temu da se detekcijska protitelesa 
vežejo na c-myc-tag, vidimo po WB samo eno liso in to pri velikosti celotnega EpoR (slika 
8). Če bi prišlo do proteolizne cepitve, bi najverjetneje videli tudi dodatne lise, nižje od lise 
intaktnega EpoR. Ker je intenziteta lis EpoR-E.coli precej nizka, to pomeni, da je izoliranega 
produkta v izbranih frakcijah zelo malo. Lisa standarda (EpoR-HEK) se pričakovano nahaja 
nekoliko višje od lis EpoR-E.coli, ker ima EpoR-HEK na C-koncu pripeto daljše signalno 
zaporedje kot ga ima EpoR-E.coli, poleg tega pa ima pripeto še glikozidno verigo.
Glede na rezultate SDS-PAGE in WB, ki so potrdili, da je EpoR prisoten zgolj v frakcijah po 
eluciji  s  300 mM imidazolom, smo te  frakcije  združili.  Natančneje,  združili  smo IMAC-
frakcije periplazemskega ekstrakta B5 do B3 in IMAC-frakcije supernatanta gojišča B9 do 
B3, kar je skupno naneslo 5 mL raztopine.
43
44
Slika  5: Kromatogram čiščenja  EpoR iz  periplazemskega ekstrakta s  kovinsko-kelatno  afinitetno  
kromatografijo. Prvi elucijski vrh je med 41 in 44 mL, eluiran z 9-mM imidazolom; drugi vrh je med  
50  in  55  mL,  eluiran  z  21-mM  imidazolom;  tretji  vrh  je  med  63  in  65  mL,  eluiran  s  30-mM  
imodazolom; četrti vrh je med 68 in 73 mL, eluiran s 45-mM imidazolom; peti vrh (ni razločno viden  
kot vrh, saj tudi imidazol nekoliko absorbira pri valovni dolžini 280 nm) je med 76 in 78 mL, eluiran s  
300-mM imidazolom. 
Slika  6: Kromatogram čiščenja EpoR iz  koncentriranega supernatanta gojišča s kovinsko-kelatno  
afinitetno kromatografijo. Prvi elucijski vrh je med 35 in 37 mL, eluiran z 9-mM imidazolom; drugi  
vrh je med 43 in 48 mL, eluiran z 21-mM imidazolom; tretji vrh je med 51 in 54 mL, eluiran s 30-mM  
imodazolom; četrti vrh je med 57 in 59 mL, eluiran s 45-mM imidazolom; peti vrh je med 62 in 65  
mL, eluiran s 300-mM imidazolom.
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Slika  7: (A) Rezultati analize frakcij čiščenja EpoR iz  periplazemskega ekstrakta (slika 5) s SDS-
PAGE;  M  –  označevalec  velikosti;  1  –  standard  EpoR-HEK;  2  –  periplazemski  ekstrakt  pred  
čiščenjem  s  kovinsko-kelatno  afinitetno  kromatografijo;  3  –  nevezana  frakcija  pri  čiščenju  iz  
periplazemskega ekstrakta; 4 – IMAC-frakcija A5; 5 – IMAC-frakcija A8; 6 – IMAC-frakcija A15; 7 –  
IMAC-frakcija B4; 8 – IMAC-frakcija B1; 9 – IMAC-frakcija C3. Barvano s Coomassie modrim. (B)  
Rezultati  analize  frakcij  čiščenja  EpoR  iz  supernatanta  gojišča (slika  6)  s  SDS-PAGE;  M  –  
označevalec velikosti; 1 – EpoR-HEK; 2 – supernatant koncentriranega gojišča pred čiščenjem s  
kovinsko-kelatno  afinitetno  kromatografijo;  3  –  nevezana  frakcija  pri  čiščenju  iz  supernatanta  
gojišča; 4 – IMAC-frakcija A4; 5 – IMAC-frakcija A11; 6 – IMAC-frakcija A15; 7 – IMAC-frakcija  
B8; 8 – IMAC-frakcija B6; 9 – IMAC-frakcija B3. Detekcija: barvanje gela s Coomassie modrim.
Slika  8: Rezultati analize frakcij, zbranih med čiščenjem EpoR iz periplazemskega ekstrakta (PE;  
slika 5) in koncentriranega supernatanta gojišča (slika 6) z IMAC, z WB. M – označevalec velikosti; 1  
–  EpoR-HEK;  2  –  periplazemski  ekstrakt  pred  čiščenjem  EpoR  s  kovinsko-kelatno  afinitetno  
kromatografijo; 3 – nevezana frakcija pri čiščenju EpoR iz periplazemskega ekstrakta; 4 – IMAC-
frakcija A5; 5 – IMAC-frakcija A8; 6 – IMAC-frakcija A15; 7 – IMAC-frakcija B10; 8 – IMAC-
frakcija B4; 9 – IMAC-frakcija B1; 10 – supernatant gojišča pred čiščenjem EpoR s kovinsko-kelatno  
afinitetno kromatografijo; 11 – nevezana frakcija pri čiščenju EpoR iz supernatanta gojišča; 12 –  
IMAC-frakcija A15; 13 – IMAC-frakcija B12, 14 – IMAC-frakcija B8. 
5.2.2 Ocena čistosti združenih in koncentriranih frakcij EpoR po čiščenju z IMAC
Pred  oceno  čistosti  smo  raztopino  združenih  frakcij  z  EpoR  (5.2.1)  skoncentrirali  z 
ultrafiltracijo  do  200 μL.  Čistost  smo ocenili  s  SDS-PAGE s  sledečim barvanjem gela  s 
Coomassie modrim (slika 9). Kot je razvidno iz fotografije gela, je prisotnih še kar precej 
nečistot, predvsem ena nizkomolekularna komponenta z velikostjo ~7 kDa.
5.2.3 Čiščenje EpoR s SEC
Dodatno čiščenje  EpoR iz  združenih  in  skoncentriranih  frakcij  po čiščenju  z  IMAC smo 
izvedli z velikostno izključitveno kromatografijo (kromatogram na sliki 10). Po čiščenju smo 
združili SEC-frakcije B13 do C4 in jih z ultrafiltracijo skoncentrirali do končnega volumna 
~500 μL.
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Slika  9: Rezultati  analize  SDS-PAGE združenih  in  skoncentriranih  frakcij  z  EpoR po čiščenju  s  
kovinsko-kelatno afinitetno kromatografijo; M – označevalec velikosti; 1 – EpoR-HEK; 2 – neredčen  
vzorec; 3 – desetkrat redčen vzorec. Barvano s Coomassie modrim.







0.0 5.0 10.0 15.0 20.0 25.0 30.0 ml
F2 A1A2A3A4A5A6A7A8A9 A11 A13 A15 B14 B12 B10 B8B7B6B5B4B3B2B1C1C2C3C4C5C6C7C8C9 C11 C13 C15 Waste
Slika  10: Kromatogram  čiščenja  periplazemskega  ekstrakta  z  velikostno  izključitveno  
kromatografijo.
5.2.4 Ocena čistosti EpoR po čiščenju s SEC
Glede na fotografijo gela po analizi s SDS-PAGE (slika 11) lahko vidimo, da je pridobljeni 
vzorec EpoR po dodatnem koraku kromatografskega čiščenja (SEC) bistveno bolj čist.
5.3 Ocena celokupne koncentracije in aktivnosti EpoR
5.3.1 Ocena celokupne koncentracije EpoR z metodo po Bradfordu, spektrofotometrično in  
ocena s pomočjo denzitometrije
Najprej  smo koncentracijo  ocenili  z  metodo po Bradfordu glede  na  umeritveno premico, 
pripravljeno na osnovi standarda BSA (slika 12).
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Slika  11: Rezultati  analize (SDS-PAGE) združenih in skoncentriranih frakcij  po čiščenju EpoR z  
velikostno izključitveno kromatografijo;  M – označevalec velikosti; 1 – standard EpoR-HEK; 2 –  
neredčen vzorec po SEC (5.2.3). Barvanje s Coomassie modrim.
Slika 12: Umeritvena premica, pridobljena po merjenju absorbanc z metodo po Bradfordu za oceno  
koncentracije EpoR. Posamezne točke predstavljajo meritve absorbanc standardnih raztopin BSA z  
znanimi koncentracijami. S križcema sta označeni povprečni izmerjeni absorbanci 2× in 5× redčenih 
vzorcev EpoR-E.coli.
Dobljene  vrednosti  smo nato  prilagodili  glede  na  znano  koncentracijo  EpoR-HEK (3500 
μg/mL). Ocenjena koncentracija EpoR-E.coli je znašala približno 880 μg/mL (preglednica 1).
Preglednica  I: Ocena celokupne koncentracije EpoR z metodo po Bradfordu glede na izmerjene  
vrednosti  absorbanc testiranih vzorcev (EpoR-HEK in EpoR-E.coli)  in preračunane koncentracije  
neredčenih vzorcev, povprečje vrednosti  in prilagoditev koncentracije EpoR-E.coli  glede na znano  
koncentracijo EpoR-HEK (3500 μg/mL).















EpoR-HEK 5× 0,691 760 μg/mL 3800 μg/mL 3850 μg/mL 3500 μg/mL 
(= znana konc.)
EpoR-HEK 10× 0,354 390 μg/mL 3900 μg/mL
EpoR-E.coli 2× 0,445 490 μg/mL 980 μg/mL 965 μg/mL 880 μg/mL
EpoR-E.coli 5× 0,173 190 μg/mL 950 μg/mL
Pri  spektrofotometričnem  določanju  koncentracije  EpoR  v  vzorcu  glede  na  absorbanco 
raztopine EpoR-HEK z znano koncentracijo (700 μg/mL) pri valovni dolžini 280 nm smo 
ocenili  koncentracijo  EpoR-E.coli  na  približno  860 μg/mL (preglednica  2),  kar  se  dobro 
ujema z rezultatom metode po Bradfordu.
Preglednica  II: Spektrofotometrična  ocena  celokupne  koncentracije  EpoR  glede  na  meritve  
abosrbanc  raztopin  EpoR-HEK  in  EpoR-E.coli  pri  valovni  dolžini  280  nm  in  glede  na  znano  
koncentracijo EpoR-HEK (700 μg/mL).











1,06 1,10 1,08 860 μg/mL
Pri  denzitomterični  oceni,  kjer  smo  upoštevali  samo  lisi  EpoR,  smo  dobili  povprečni 
vrednosti  290  μg/mL  glede  na  površino  in  340  μg/mL  glede  na  višino  vrha  lise  na 
denzitogramu gela po SDS-PAGE (preglednica 3). Koncentracijo smo določili relativno glede 
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na vrednosti  za  liso EpoR-HEK z znano koncentracijo (350 μg/mL).  Ker je površina bolj 
reprezentativna, saj upošteva dve dimenziji, in ker je ocenjena koncentracija pri oceni glede 
na površino nižja in smo želeli upoštevati konzervativno oceno, smo se odločili, da vzamemo 
to vrednost kot celokupno koncentracijo EpoR v vzorcu.
Preglednica  III: Denzitometrična ocena celokupne koncentracije  EpoR glede na denzitometrično  





















14347 85075140 340 μg/mL 290 μg/mL
Glede na to, da je bilo odstopanje med vrednostmi koncentracije, ocenjene po Bradfordu in s 
spektrofotometrično  ter  denzimetrično  metodo  precej  različno,  lahko  sklepamo,  da  je  v 
produktu prisotnih še kar precej nečistot, ki absorbirajo pri valovni dolžini 280 nm.
5.3.2 Ocena aktivnosti EpoR s testom ELISA
Pri proteinih ne gre zgolj za njihovo prisotnost, temveč je bistveno tudi, da so pravilno zviti  
in posledično aktivni oz. funkcionalni. Medtem ko smo koncentracijo EpoR lahko ocenili 
spektrofotometrično  in  denzitometrično,  nam  ti  rezultati  niso  povedali  nič  o  tem,  ali  je 
produkt pravilno zvit. Za to je potreben drugačen test, tj. takšen, ki je sposoben ločiti med t. i. 
funkcionalnim  produktom  (tj.  pravilno  zvitim  EpoR)  in  nefunkcionalnim  produktom  (tj. 
nepravilno zvitim EpoR).
Za preverjanje sposobnosti izraženega EpoR, da veže EPO, smo uporabili različne izvedbe 
testa  ELISA.  Kot  referenčno  vrednost  celokupne  koncentracije  produkta  (tj.  tako 
funkcionalnega  kot  nefunkcionalnega)  smo  upoštevali  vrednost  290  μg/mL,  kot  smo  jo 
ocenili  z  denzitometrično metodo.  Aktivnost  EpoR smo ocenili  relativno glede  na znano 
aktivnost standarda EpoR-HEK (~100 %).
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(I) Preverjanje aktivnosti EpoR s prilagojenim testom ELISA pred optimizacijo
Pri prvi izvedbi testa ELISA smo rekombinantni protein EpoR vezali neposredno na površino 
vdolbinic v različnih koncentracijah, za pozitivno kontrolo pa smo uporabili standard EpoR 
(EpoR-HEK) s potrjeno aktivnostjo, ki je bil proizveden v sesalskih celicah HEK 293T. Iz 
diagrama vezave B-rhEPO (slika 13) je razvidno, da je vsaj del EpoR, izražen v  E. coli, 
aktiven, saj veže B-rhEPO v odvisnosti od koncentracije. Opazimo lahko, da so odzivi pri 
vseh koncentracijah EpoR iz  E. coli nižji  v primerjavi s  standardom, najverjetneje zaradi 
prisotnosti proteinskih nečistot v vzorcu, ki tekmujejo za adsorpcijo na površino vdolbinic, 
kot  tudi  (delne)  neaktivnosti  izraženega EpoR,  ki  je  posledica  nepravilnega  zvitja.  To je 
najverjetneje  tudi  razlog  lažno  višjim  koncentracijam EpoR,  ocenjenim z  nespecifičnimi 
metodami  (spektrofotometrično  in  z  metodo  po Bradfordu).  Nadalje  lahko  vidimo,  da  je 
odziv  pri  negativni  kontroli  (blokirana  vdolbinica brez  EpoR) precej  visok.  Zaradi  vsega 
naštetega smo sklepali, da test ni optimalno zasnovan in da je koncentracija uporabljenega B-
rhEPO in/ali konjugata SA-HRP najverjetneje previsoka, kar vodi v sumljivo visoke odzive 


















Vezava B-rhEPO na direktno adsorbirana vzorca EpoR,














Slika 13: Vezava B-rhEPO na adsorbirana rekombinantna EpoR, izražena v različnih ekspresijskih  
sistemih. Modra stolpca predstavljata EpoR-HEK in EpoR-E.coli,  adsorbirana v koncentraciji  25  
μg/mL, rdeča stolpca v koncentraciji 10 μg/mL in zelena v koncentraciji 1 μg/mL. Vijoličen stolpec  
predstavlja adsorpcijo EpoR-HEK v koncentraciji 0,2 μg/mL, oranžen pa negativno kontrolo (vzorec  
brez prisotnosti EpoR).
Pri  drugi  izvedbi  testa  ELISA smo rekombinantna  proteina  vezali  na  površino  vdolbinic 
posredno, preko vezanih mišjih protiteles proti c-myc, za pozitivno kontrolo pa smo ponovno 
uporabili EpoR-HEK s potrjeno aktivnostjo.
Čeprav smo pričakovali, da bodo rezultati pri tej izvedbi bolj reprezentativni, glede na to, da 
protitelesa selektivno vežejo proteine z myc-tag-om, tj. rekombinantne EpoR, in na ta način 
nečistote ne bodo tekmovale za vezavna mesta, so rezultati vse prej kot pričakovani (slika 
14).  Izmerjen  odziv  je  bil  primerljiv  ne  glede  na  variacije  v  testu,  tj.  neodvisen  od 
koncentracije EpoR pri imobilizaciji in, glede na odziv pri negativni kontroli, celo neodvisen 
od  prisotnosti  EpoR.  Za  takšen  rezultat  so  možni  trije  vzroki:  ali  B-rhEPO  interagira  s 
protitelesi, ali konjugat SA-HRP interagira s protitelesi, ali pa da se B-rhEPO in/ali SA-HRP 
neselektivno vežeta na površino vdolbinic ali na že vezane proteine. Prva možnost je malo 
verjetna,  ker  uporabljen  B-rhEPO  nima  myc-tag-a  pa  tudi  podobnega  zaporedja,  tj. 
potencialnega epitopa v primarnem zaporedju rhEPO nismo odkrili. Druga možnost je prav 
tako malo verjetna, ker bi prav tako pomenila, da ima konjugat SA-HRP myc-tag ali da zaradi 
česa drugega neposredno interagira s protitelesom. Tudi to možnost ovržemo, saj sta bila oba 
reagenta uspešno uporabljena v drugih podobnih testih. Zaradi naštetega in zaradi dejstva, da 
smo podobno težavno opazili tudi pri prejšnjem testu ELISA, kjer nismo uporabili nikakršnih 
protiteles, je najverjetnejša možnost, da se B-rhEPO in/ali SA-HRP neselektivno vežeta na 




(II)  Ugotavljanje  vzrokov  za  neučinkovitost  prilagojenega  testa  ELISA  in  njegova  
optimizacija
V prvem testu smo preverjali, ali prihaja do interakcije med SA-HRP in mišjimi protitelesi 
proti c-myc. Po nanosu reagenta za obarvanje nismo opazili nikakršnega barvanja (rezultati 
niso prikazani) niti v vdolbinici z redčitvijo 1:2000, torej s 5× višjo koncentracijo SA-HRP 
kot je bila tista, uporabljena v predhodnih testih ELISA. Rezultat tega testa je pokazal, da se 
SA-HRP ne veže na protitelesa.  Prav tako je rezultat  testa izločil  možnost,  da prihaja do 
nespecifičnih interakcij na površino prekritih vdolbinic.
S pomočjo drugega testa smo ugotavljali, ali prihaja do interakcije med B-rhEPO in mišjimi 
protitelesi proti c-myc. Kot je razvidno iz spodnjega grafa (slika 15), je odziv pri negativni 
kontroli (brez EpoR) primerljiv pri vdolbinici s protitelesi in v vdolbinici brez protiteles/z 
BSA. Iz tega lahko sklepamo, da B-rhEPO ne tvori neposrednih interakcij s protitelesi; če bi 
jih, bi pričakovali, da bo pri negativni kontroli odziv bistveno višji v vdolbinici s protitelesi v 
primerjavi z vdolbinico brez protiteles (kjer je BSA). Nadalje lahko opazimo, da je tudi ob 
odsotnosti protiteles/EpoR odziv vedno bistveno višji ob prisotnosti B-rhEPO kot v njegovi 
odsotnosti, čeprav bi pričakovali enakega (tj. blizu nič), saj naj se ob odsotnosti EpoR rhEPO 
ne  bi  imel  kam vezati.  Iz  naštetega  lahko  sklepamo,  da  je  B-rhEPO tvoril  nespecifične 
interakcije in da je potrebno prilagoditi njegovo koncentracijo v testu. Opazimo lahko še, da 
je za maksimalen odziv dovolj že koncentracija 0,75 μg/mL EpoR za posredno vezavo na 
imobilizirana protitelesa proti myc-tag-u. Rezultati testa so še enkrat potrdili,  da konjugat 
SA-HRP ni razlog za nepričakovano visok odziv pri prejšnjih testih.
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S pomočjo tretjega testa smo želeli določiti optimalno koncentracijo B-rhEPO za uporabo v 
testu ELISA. Vidimo lahko (slika 16), da je optimalna koncentracija glede na najnižji odziv 
slepega vzorca najnižja  testirana koncentracija,  tj.  31,25 ng/mL, in da je odziv negativne 
kontrole (tj. vdolbinica brez protiteles proti myc-tag-u za lovljenje EpoR) pri tej koncentraciji 
primerljiv z odzivom slepe (tj. vdolbinici brez dodanega B-rhEPO). Hkrati lahko opazimo, da 
višina odziva pri vdolbinicah z EpoR ne pada s padajočo koncentracijo B-rhEPO in da je pri 
31,25  ng/mL praktično  enaka  kot  pri  2  μg/mL.  Zaradi  tega  smo  se  odločili,  da  bomo 
prihodnje teste delali z raztopino B-rhEPO s koncentracijo 35 ng/mL.
(III) Preverjanje aktivnosti EpoR s prilagojenim testom ELISA po optimizaciji
Ponovili smo izvedbo testa ELISA s posredno vezanim EpoR, le da smo testirali tudi vzorec, 
ki je bil zamrznjen neposredno po čiščenju s SEC, in smo zato pričakovali, da ima nekaj višjo 
aktivnost EpoR. Vzorec, ki smo ga uporabili v prejšnjih testih, smo namreč hranili pri 4 °C.  
Hkrati smo v testu uporabili optimizirane količine reagentov (35 ng/mL B-rhEPO namesto 2 
μg/m).  Vendar  pa so bili  rezultati  testa  kljub temu nepričakovani.  Glede  na odzive  se je 
izkazalo,  da  je  najverjetneje  aktivnega  le  okoli  0,4  %  EpoR  (slika  17).  Nadalje  lahko 
opazimo, da je bil odziv pri obeh koncentracijah protiteles skoraj enak, pričakovali  pa bi 
večjo razliko, saj je bilo število prostih vezavnih mest različno. Verjeten razlog za to je, da 
večji del izraženega EpoR ni bil pravilno zvit, vseeno pa je obdržal myc-tag in se vezal na 
adsorbirana  protitelesa.  Dodatno  je  možno,  da  pride  do  proteolizne  cepitve  EpoR,  kar 
povzroči neaktivnost EpoR ali pa (odvisno od mesta proteolize) se zaradi izgube myc-tag-a 
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potencialno aktivni EpoR ne veže na protitelesa (da se vežejo zgolj fragmenti C-konca EpoR 
z myc-tagom), zaradi česar zgleda, kot da je EpoR neaktiven.
Da bi ugotovili, ali gre res za tako nizko aktivnost EpoR oz. ali je problem v čem drugem, 
smo izvedli še četrto izvedbo testa, t. i. »obrnjen« test ELISA. Ta različica testa je sicer manj 
kvantitativno  zanesljiva  od  testa  s  posredno  vezavo,  vendar  pa  lahko  omogoča  dodatne 
kvalitativne informacije; ker s testom lovimo spojine, sposobne vezave eritropoetina, namreč 
zaobidemo vezavo morebitnih nečistot,  ki  bi  se lahko vezala  s protitelesi  proti  c-myc.  Iz 
rezultatov (slika 18) je razvidno, da je v obeh vzorcih (4 °C in –20 °C) aktivnega vsaj nekaj 
EpoR; vidimo tudi, da hranjenje pri 4 °C (v primerjavi s pri –20 °C) ni imelo bistvenega 
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Slika 17: Vezava B-rhEPO na posredno imobiliziran EpoR, izražen v različnih ekspresijskih sistemih.  
Desni graf je povečava levega, pri čemer je odziv EpoR-HEK na njem višji od merila na ordinatni osi  

















































Vezava različnih vzorcev EpoR na


























































Vezava različnih vzorcev EpoR na











Slika 18: Vezava različnih vzorcev EpoR na posredno imobliliziran B-rhEPO. Desni graf je povečava  
levega, pri čemer je odziv EpoR-HEK na njem višji od merila na ordinatni osi (za točen odziv EpoR-
HEK glej levi graf).
6 RAZPRAVA
Zanimivo je, da v gojišču z 0,2 mM IPTG, kjer bi pričakovali, da bodo pogoji za izražanje 
EpoR  optimalni,  po  detekciji  s  protitelesi  proti  c-myc  nismo opazili  prisotnosti  EpoR v 
periplazemskem ekstraktu (slika 3B), kljub temu da je bila sinteza EpoR najintenzivnejša 
ravno ob prisotnosti  IPTG (kot je razvidno iz analize celičnih lizatov (slika 4B)). Možen 
vzrok za to je, da je bila sinteza preveč intenzivna, zaradi česar so se proteini vsaj delno 
odlagali v inkluzijska telesca in niso prehajali v periplazmo. EpoR je bilo v periplazemskih 
ekstraktih največ zaznati v vzorcih brez dodatkov (brez glukoze in brez IPTG), tj. pri pogojih 
šibke indukcije. Nekaj ga je bilo tudi v vzorcih z 0,1-% glukozo, medtem ko ga v vzorcih z 2-
% glukozo pričakovano ni bilo moč zaznati, saj prisotnost glukoze močno zavira promotor 
lac, pod nadzorom katerega je bil gen za EpoR (slika 3B). Obseg izražanja je bil podoben pri 
obeh temperaturah  (25 °C in 20 °C),  zato  smo se odločili,  da  bomo izražanje  v večjem 
volumnu izvedli pri 20 °C. To naj bi dodatno zvečalo verjetnost pravilnega zvijanja, saj višja 
temperatura  zaradi  nižje  aktivacijske  energije  pripomore  k  hitrejši  denaturaciji,  ki  ob 
odsotnosti  šaperonov v  E. coli ni  reverzibilna.  Prav tako višja temperatura poveča hitrost 
izražanja, kar ni ugodno za zvijanje kompleksnejših heterolognih proteinov, ki za zvijanje 
potrebujejo »več časa«. Nato smo rekombinantni EpoR pripravili za kromatografsko čiščenje 
in  ga  prečistili  iz  periplazemskega  ekstrakta  ter  supernatanta  gojišča  s  kovinsko-kelatno 
afinitetno kromatografijo in za tem še z velikostno izključitveno kromatografijo. Že iz višine 
kromatografskih vrhov (sliki 5 in 6) smo opazili, da smo po čiščenju dobili relativno malo 
rekombinantnega  EpoR  v  primerjavi  z  običajnimi  izkoristki  rekombinantnih  proteinov 
podobnih molekulskih mas, za katere uporabljamo  E. coli kot ekspresijski sistem. Nadalje 
smo ugotovili, da je tudi po dveh različnih kromatografskih tehnikah čiščenja v vzorcu ostalo 
prisotnih  še  precej  nečistot  (glede  na  ocenjene  koncentracije  z  metodo  po  Bradfordu, 
spektrofotometrično oceno in denzimetrično oceno je bila le tretjina vseh proteinov EpoR). 
Na koncu smo želeli določiti še delež pravilno zvitega EpoR z uporabo prilagojenih testov 
ELISA. Izvedli smo test, v katerem smo EpoR adsorbirali neposredno na površino vdolbinic 
mikrotitrske  ploščice.  Kljub  temu  da  koncentracije  reagentov  niso  bile  optimalne,  je 
omenjena različica testa ELISA pokazala, da je vsaj del izraženega rekombinantnega EpoR 
aktiven (slika 13). Vendar pri testih ELISA z neposredno adsorpcijo tarčnega proteina obstaja 
nevarnost,  da se pri adsorpciji na površino EpoR veže tako, da zakrije vezavno mesto za 
eritropoetin, ali pa da pri adsorpciji pride do delnega podrtja terciarne strukture, kar ravno 
tako zmanjša sposobnost vezave eritropoetina. Da smo se izognili temu, smo izvedli dodatno 
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različico testa ELISA, kjer smo EpoR ujeli prek c-myc, kar niti ne zakrije vezavnega mesta 
za eritropoetin, niti ne poruši terciarne strukture. Vendar pa je ta različica v prvih poskusih 
dala popolnoma kontradiktorne rezultate, saj je bil odziv vseh vzorcev, vključno s standardom 
(EpoR-HEK) in negativno kontrolo, podoben (slika 14). Najmanj verjetna razlaga za takšne 
rezultate bi lahko bila, da prihaja do interakcij med streptavidinom, konjugiranim z encimom 
hrenova  peroksidaza,  in  protitelesi  proti  c-myc  in/ali  do  interakcij  med  biotiniliranim 
rekombinantnim humanim eritropoetinom (B-rhEPO) in protitelesi proti c-myc. Z dodatnima 
testoma smo pokazali, da do takšnih interakcij ne prihaja (slika 15), a smo obenem ugotovili, 
da je bila koncentracija uporabljenega B-rhEPO v prejšnjih testih bistveno previsoka, kar je 
povzročalo  nespecifično  visok  odziv.  Z  nadaljnjim  testom  smo  določili  optimalno 
koncentracijo B-rhEPO (slika 16) in ponovili  test  ELISA s posredno vezanim EpoR prek 
protiteles proti c-myc. Rezultati so tokrat pokazali, da je pravilno zvitega manj kot 1 % EpoR 
(slika 17). Da bi preverili verodostojnost te vrednosti, tj. da tako nizek delež ni le posledica 
eksperimentalnih odstopanj, smo izvedli še »obrnjeno« različico testa, kjer smo potrdili, da je 
vsaj del EpoR, ki vsebuje myc-tag, pravilno zvit,  je pa tega zelo malo (slika 18). Možna 
razlaga za nizke odzive pri testu ELISA z neposredno vezavo EpoR prek protiteles proti myc-
tag-u je, da je v vzorcu EpoR prisotnih tudi nekaj fragmentov s his- in myc-tagoma, ki se pri 
kovinsko-kelatni afinitetni kromatografiji eluirajo skupaj z EpoR, pri omenjeni različici testa 
ELISA pa tekmujejo z EpoR za vezavna mesta protiteles proti c-myc. Vendar se ta razlaga ne 
zdi  preveč  možna,  saj,  kljub  temu  da  z  njo  razložimo  nizke  odzive  pri  testu  ELISA, 
pričakujemo,  da  bi  jih  pri  velikostno-izključitveni  kromatografiji  odstranili.  Lahko  torej 
sklepamo, da je delež pravilno zvitega in funkcionalnega EpoR res precej nizek – v območju 
pod 1 %. Glede na celotno paleto rezultatov se uporabljen protokol izražanja EpoR v E. coli 
ni izkazal kot zadovoljivo dobra alternativa celicam HEK 293T. Zlasti problematičen je nizek 
delež pravilno zvitega EpoR (~0,4 %), saj je za uporabo v želenih testih ključno ravno to, da 
je  sposoben  vezave  eritropoetina  in  njegovih  mimetikov.  Da  bi  izboljšali  delež  pravilno 
zvitega EpoR, bi lahko poskusili izvesti izražanje pri še nižji temperaturi. Lahko bi poskusili 
tudi drugo pot za translokacijo, npr. SRP, pri kateri se polipeptidna veriga v periplazemski 
prostor  prenaša  že  tekom  translacije.  Dodatno  bi  lahko  poskusili  hkratno  izražanje 
periplazemskih šaperonov, npr. DsbA, DsbC, SurA in FkpA (84). Vendar pa hkratno izražanje 
več produktov pomeni zmanjšanje količine želenega produkta (EpoR), ki ga je že tako bilo 
zelo malo; v primeru hkratnega izražanja bi morali torej optimizirati ekspresijski sistem tako, 
da bi dobili več produkta.
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7 SKLEP
Z  namenom  uporabe  EpoR  v  raziskavah  pri  razvoju  detekcijskega  testa  za  zaznavanje 
prisotnosti  učinkovin,  ki  se  vežejo  na  EpoR,  smo  preizkusili  E.  coli kot  alternativni 
ekspresijski sistem sesalskim celicam HEK 293T za izražanje rekombinantne zunajcelične 
regije eritropoetinskega receptorja (EpoR). Glavna ovira bakterijskih ekspresijskih sistemov 
je, da v citoplazmi ne nudijo oksidacijskega okolja, ki ga EpoR potrebuje za pravilno zvijanje 
in tvorbo disulfidnih mostičkov. To omejitev smo poskusili odpraviti tako, da smo genskemu 
zapisu za EpoR na 5'-konec pripojili  genski zapis za signalno zaporedje,  ki  po izražanju 
usmerja polipeptidno verigo v periplazemski prostor z oksidativnim okoljem. Po okužbi  E. 
coli z bakteriofagnimi delci M13, ki so kot genom vsebovali fagmidni vektor pIT2/EpoR, 
smo  izvedli  testno  izražanje  EpoR  v  različnih  pogojih  indukcije  pri  dveh  različnih 
temperaturah,  da  bi  določili  optimalne  pogoje  za  izražanje  EpoR.  Po  oceni  uspešnosti 
izražanja s prenosom western, smo za optimalne pogoje izbrali bazalno izražanje pri 20 °C, tj. 
brez dodatka induktorja (IPTG). EpoR smo nato izrazili v enem litru kulture, ga prečistili s 
kovinsko-kelatno  afinitetno  kromatografijo  (IMAC)  in  velikostno-izključitveno 
kromatografijo (SEC) ter ocenili količino dobljenega proteina, ki je bila zelo nizka (~150 μg / 
1 L kulture). Na koncu smo s prilagojenim testom ELISA preverili še aktivnost izraženega 
EpoR in ugotovili, da je delež aktivnega EpoR zelo nizek (~0,4 %); nasprotno z izražanjem 
EpoR v sesalskih celicah HEK 293T,  kjer  dobimo praktično popolnoma aktiven produkt. 
Primarno zaradi nizke aktivnosti in sekundarno zaradi nizke količine EpoR sklepamo, da E. 
coli pri omenjenih pogojih niso primeren sistem za izražanje rekombinantnega EpoR niti, ko 
protein preko SecB poti usmerjamo v periplazmo.
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